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INTRODUCCIÓN 
 
LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA 
1. Aspectos generales y estado actual del tema 
Las leucemias constituyen el 40% del total de tumores infantiles (Figura 1), 
siendo el subtipo más común la Leucemia Linfoblástica aguda (LLA), que ocurre en 
el 75-80% de los niños. El otro 20% de las leucemias infantiles son Leucemias 
Mieloides Agudas (LMA), alrededor de un 2 % son Leucemia Mieloide Crónica 
(LMC), mientras las Leucemias Linfáticas Crónicas son muy poco frecuentes en la 
infancia. El pico de incidencia máximo se establece entre los 2-5 años de edad. 
La supervivencia de los pacientes afectos de LLA se ha incrementado 
notablemente en los últimos años, presentando, con los tratamientos actuales una 
tasa de curación global que se aproxima al 80% en los países desarrollados. A pesar 
de estos excelentes resultados el 20% de los pacientes fracasan en el tratamiento. El 
gran reto actual en la terapia de la LLA infantil es saber seleccionar a los pacientes 
que se pueden curar con tratamientos menos tóxicos y a los pacientes que se 
beneficiarían de terapias más agresivas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Frecuencia relativa de los tumores infantiles. 
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2. Fisiopatología 
La LLA es una proliferación neoplásica a partir de una célula hematopoyética 
inmadura, la mayoría de las veces comprometida con un linaje linfoide T o B, que ha 
perdido la capacidad de diferenciación. Para que las células hematopoyéticas se 
transformen en leucémicas se requiere una alteración en el control normal de la 
proliferación o un bloqueo de la diferenciación o una resistencia a la apoptosis (Pui y 
col., 2004). 
La caracterización molecular de las células blásticas ha ayudado a entender la 
patogénesis de esta enfermedad (Gilliland y col., 2002). Los mecanismos oncogénicos 
principales incluyen la expresión aberrante de proteínas oncogénicas (MYC, TAL1, 
LYL1, LMO2  y HOX11) y las translocaciones cromosómicas que dan lugar a genes 
fusión que codifican quinasas (BCR-ABL) o factores de trascripción (TEL-AML1, 
E2A-PBX,  y MLL) expresados de forma desregulada. 
Muchos estudios predicen que el primer evento oncogénico que se produce no es 
suficiente para el desarrollo de la leucemia, se necesita una segunda alteración 
genética que altere la diferenciación y proliferación normal de progenitores 
hematopoyéticos (Ernst y col., 2002; Speck y col., 2002). Esto ha sido demostrado en 
los estudios sobre las translocaciones cromosómicas TEL-AML1 que suceden 
intraútero (Greaves M., 2005). 
 
3. Presentación clínica 
La clínica de la LLA refleja infiltración de la medula ósea (MO) por parte de los 
blastos y la extensión extramedular de la enfermedad. Los síntomas más frecuentes al 
diagnóstico son aquellos relacionados con la insuficiencia medular: anemia, 
trombopenia y neutropenia. Algunos pacientes presentan hepatoesplenomegalia y 
dolores en huesos largos. La presentación clínica de la LLA de estirpe T (15% del 
total de las LLA) posee algunos rasgos característicos. Los pacientes suelen ser de 
mayor edad, y se presentan con recuentos leucocitarios más altos al diagnóstico. No 
es raro que debuten con masa mediastínica y tienen una incidencia mayor de 
afectación del Sistema Nervioso Central (SNC) al diagnóstico. 
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4. Diagnóstico y clasificación de la LLA. 
El diagnóstico definitivo de la LLA se realiza mediante el estudio de MO (Figura 
2). La fibrosis o el empaquetamiento pueden dificultar el aspirado de la MO, 
haciendo necesaria la biopsia. 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. MO infiltrada por  blastos de Leucemia Linfoide Aguda 
 
Actualmente el diagnóstico de la LLA requiere la integración del análisis 
morfológico, del inmunofenotipo, así como del diagnóstico citogénetico y molecular. 
• Clasificación morfológica: 
La clasificación morfológica FAB (Franco-Americano-Británica) define tres 
subtipos de LLA ( L1, L2 o L3) (Bennet y col., 1976). Sin embargo debido a la alta 
homogeneidad de los linfoblastos al microscopio y a la poca correlación entre la 
morfología con las otras determinaciones (inmunofenotipo y alteraciones genéticas),  
la clasificación morfológica no es útil en el manejo clínico de la LLA. 
 
• Clasificación por inmunofenotipo: 
El inmunofenotipo es esencial para realizar un diagnóstico correcto de la LLA 
(Pui y col., 1993). Según el European Group for  inmunological classification of leucemia 
(EGIL) las LLA se clasifican en los siguientes subtipos (Bene y col., 1995). 
Inmunofenotipo de las células B (tabla 1) y de las células T (tabla 2). 
 
 
 
 
 
Tabla 1. Clasificación EGIL de las LLA-B en función del inmunofenotipo. 
CD19 CD22 CD10 Igc Igs Tdt
Pro-B + + - - - +
B común + + + - - +
Pre-B + + + + - +
Madura + + +/- - + +/-
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Tabla 2. . Clasificación EGIL de las LLA-T en función del inmunofenotipo. 
 
• Clasificación genética: 
Los avances en las técnicas de citogenética y biología molecular de los últimos 
años, han permitido identificar un gran número de anomalías genéticas en las células 
leucémicas (Pui y col., 2001; Ferrando y col., 2000). Estas alteraciones genéticas 
pueden afectar al número total de cromosomas o a su estructura. Las translocaciones 
son las anomalías cromosómicas más frecuentes. Las alteraciones genéticas tienen 
importancia tanto en el pronóstico como en el tratamiento de la enfermedad (Pui y 
col., 2011; Mullighan y col., 2007). La hiperploidía en los blastos es un factor de buen 
pronóstico (Pui y col., 2008) y alteraciones genéticas como la translocación BCR-ABL 
o translocaciones de MLL implican peor pronóstico. 
 
5. Factores pronóstico y grupos de riesgo. 
La tasa de curación global de los niños y adolescentes con LLA ha alcanzado el 
80%. La clasificación de los pacientes al diagnóstico según el riesgo que presentan de 
recaída es fundamental en la elección del tratamiento que van a recibir. La finalidad 
de esta selección es evitar, tanto un exceso de tratamiento (con la toxicidad que 
conlleva), como un tratamiento insuficiente. 
Existen más de 60 factores pronósticos que han mostrado diferencias 
significativas en los distintos ensayos clínicos que se han realizado en los últimos 
años. A medida que los tratamientos se han intensificado y los resultados han ido 
mejorando, muchos parámetros clínicos y de laboratorio que hace unos años eran de 
importancia pronóstica, han perdido su significación estadística al ser estudiados en 
análisis multivariantes apropiados. 
En la actualidad, la edad, el número de leucocitos al diagnóstico, el genotipo de 
las células leucémicas y la respuesta inicial al tratamiento son los parámetros 
CD3c CD3s CD7 CD1a TdT CD2 CD5 CD4/CD8
Pro-T + - + - +/- - - -/-
Pre-T + +/- + - +/- + + -/+
Intermedia + + + + +/- + + +/-
Madura + + + - +/- + + +/-
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principalmente aceptados y utilizados  para configurar los grupos de riesgo (Madero 
L, y col., 2006). 
 
5.1 Factores clínicos 
El impacto pronóstico de los factores clínicos difiere si la LLA es de estirpe B o T. 
Los pacientes con LLA B precursora, que tienen entre 1 y 9 años de edad y con un 
recuento leucocitario bajo al diagnóstico (<50 x 109/L) poseen un buen pronóstico y 
se clasifican en el grupo de riesgo estándar o riesgo bajo. Con las mejoras en los 
tratamientos, el impacto en la supervivencia de estos dos factores (edad y leucocitos 
al diagnóstico) va perdiendo relevancia. La LLA de estirpe T se considera de alto 
riesgo desde el diagnóstico. 
Dentro del grupo de los menores de 2 años, los lactantes (< 1 año)  presentan un 
pronóstico más desfavorable. Este grupo asocia otros factores considerados de mal 
pronóstico como un recuento leucocitario elevado, enfermedad extramedular y 
afectación del SNC. Hasta un 80% de los lactantes presentan translocaciones del gen 
MLL, en la banda 11q23 del cromosoma 11, que se asocian a un peor pronóstico. Las 
alternativas de tratamiento en este subgrupo de edad con mejores resultados son la 
quimioterapia intensiva y el trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos. 
 
5.2 Factores citogenéticos 
Los linfoblastos hiperdiploides (más de 50 cromosomas en las células)  presentan 
mejor respuesta al tratamiento que los eudiploides o hipodiploides. Esto es debido a 
que las células leucémicas hiperdiploides tienen una mayor predisposición a la 
apoptosis porque son capaces de acumular mayor concentración de metabolitos 
activos del metotrexato (poliglutamatos) y por ello son más sensibles a este fármaco 
(Pui y col., 2008). 
Otras anomalías genéticas que presentan muy mal pronóstico son el cromosoma 
Philadelphia t(9;22) y la translocación t(4;11). Entre las que otorgan a priori un buen 
pronóstico son la t(12;21) con la fusión TEL-AML1, y las trisomías 4, 10 y 17. Las 
células que expresan TEL-AML1 son muy sensibles a la asparraginasa in vitro. 
Recientemente, las trisomías 4 y 18 también se han asociado a un buen pronóstico. 
Aunque la t(1;19) fusión E2A/PBX1 se había asociado a un peor pronóstico hace 20 
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años, actualmente se ha observado que con los nuevos tratamientos más intensivos es 
una de las anomalías cromosómicas de mejor pronóstico en la LLA. 
En los últimos años la detección de enfermedad mínima residual (EMR) se está 
estableciendo como un pilar básico para el seguimiento de la enfermedad y para el 
diagnóstico de recaídas precoces. La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) se ha 
convertido en la técnica más sensible para detectar EMR. La citometría de flujo 
también presenta buena sensibilidad y es capaz de detectar los inmunofenotipos 
específicos de las células leucémicas, lo que permite distinguirlas de las células 
normales. 
 
5.3 Respuesta al tratamiento 
Es el factor pronóstico más importante en los pacientes con LLA. La respuesta 
temprana al tratamiento está considerada como el factor pronóstico más 
determinante. Los pacientes que tras las 4-6 semanas (según protocolos) que dura la 
inducción no presentan remisión completa, tienen una alta tasa de recaídas y una 
supervivencia libre de enfermedad (SLE) reducida. 
Desde el punto de vista farmacodinámico y farmacogenómico, las recaídas de los 
pacientes pueden ser atribuidas a la exposición inadecuada a ciertas drogas, y no sólo 
a la resistencia a la quimioterapia por parte de las células malignas. 
Se han detectado algunos polimorfismos en genes que codifican ciertas proteínas 
que desarrollan funciones de transporte, receptores y metabolizadores de ciertas 
drogas.  
El gran aumento en la tasa de curación de los pacientes con LLA se debe 
principalmente al uso de tratamientos dirigidos a los distintos grupos de riesgo. Por 
lo tanto aquellos clasificados en riesgo alto (RA) son tratados de forma más agresiva, 
reservando protocolos menos agresivos en pacientes con menor riesgo de recaída.  
 
6. Tratamiento de la LLA 
El tratamiento está dirigido a los distintos grupos de riesgo, en todos ellos 
comprende las fases de inducción, intensificación (consolidación) y mantenimiento. 
El objetivo principal de todo tratamiento de una LLA es inducir una remisión 
completa con una recuperación de la hematopoyesis normal para obtener una 
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supervivencia prolongada. Remisión completa es la no existencia de enfermedad ni 
en la exploración física ni en el examen de sangre periférica ni de MO. La MO debe 
tener una celularidad normal, con menos del 5% de blastos. La remisión completa 
incluye también la ausencia de afectación del SNC o de afectación extramedular (Pui 
CH. y col., 2000). 
Con las nuevas y sofisticadas técnicas de laboratorio, los investigadores han 
comprobado que, en pacientes que están en aparente remisión completa, puede 
existir enfermedad oculta. Los mecanismos que han intentado explicar la persistencia 
de células leucémicas durante la remisión son el desarrollo de la resistencia a la 
quimioterapia, la localización de célula leucémicas en zonas llamadas santuarios, 
como el testículo y el SNC, y la persistencia de una subpoblación de células 
leucémicas en un estado quiescente del ciclo celular (G0)  en el cual son menos 
vulnerables a la quimioterapia (Rubnitz JE. Y col., 2003). 
 
7. Recaídas de las LLA 
La  recaída continúa siendo el reto más importante para conseguir la curación 
total y  es la principal forma de fracaso de tratamiento en los pacientes con LLA. La 
recaída de la LLA supone la cuarta neoplasia más frecuente en la edad pediátrica. 
Uno de los factores que se ha asociado a las recaídas leucémica, es la localización 
anatómica de dichas recaídas, de manera predominante en testículo y en el SNC, lo 
que justificó la consideración de dichos órganos como santuarios. Los sitios más 
frecuentes de recaída extramedular son el SNC y los testículos. Las recaídas 
extramedulares pueden ser aisladas (<5% blastos en MO) o combinadas con la 
recaída medular (>5% blastos). Los niños con recaídas extramedulares tienen mejor  
pronóstico que las recaídas aisladas en MO. Este hecho es, en parte, debido a que los 
blastos de las recaídas extramedulares han sobrevivido al tratamiento ocultándose en 
santuarios y por tanto probablemente no han sido expuestos suficientemente a la 
quimioterapia. El microambiente del SNC y testicular soportan un lento crecimiento 
de las células leucémicas y las protege de influencias externas (Kuo y col., 1975). Por 
lo tanto la presencia de leucemia en los santuarios requiere tratamiento local 
específico. Aquellos pacientes con recaídas combinadas, presentan mejor pronóstico 
que aquellos pacientes con recaídas aisladas en MO (Büher y col., 1993). La 
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explicación más lógica sería que en las recaídas combinadas, los blastos de la MO 
provienen de los compartimentos extramedulares, lo que sugiere, un trasiego de los 
blastos leucémicos desde sus santuarios a otras localizaciones. 
 
8. Perspectivas futuras 
El tratamiento de la LLA, quimioterapia sistémica y terapia dirigida al SNC, ha 
mejorado el pronóstico de estos pacientes de manera muy importante en los últimos 
años. A pesar de que la tasa de curación total para la LLA se ha incrementado en los 
últimos años, existe en la actualidad un 20-25% de pacientes que fallecen por esta 
enfermedad, y existen también pacientes que sobreviven con complicaciones 
secundarias al tratamiento que limitan su calidad de vida. En los últimos años las 
investigaciones  se dirigen al estudio de polimorfismos genéticos de las enzimas que 
metabolizan los fármacos, las proteínas transportadoras de fármacos y sus lugares de 
acción (Biondi y col., 2000). La identificación de oncoproteínas específicas y la 
comprensión de las bases moleculares que regulan la supervivencia y la apoptosis de 
las células leucémicas, han permitido desarrollar nuevos agentes antileucémicos que 
van dirigidos a dianas moleculares específicas. 
 
INFILTRACION Y RECAIDA LEUCEMICA EN EL SNC 
1. Aspectos generales y estado actual del tema 
La importancia de realizar una terapia dirigida al SNC fue demostrada por 
investigadores del Hospital de St Jude (Memphis) en los años 70 (Aur y col., 1971). 
Este hecho cambió el pronóstico de la LLA: antes de este momento, más del 50% de 
los pacientes que alcanzaban remisión completa con la quimioterapia, terminaban 
recayendo en el SNC. El uso de quimioterapia estratificada por riesgos y el 
tratamiento dirigido al SNC, Terapia Triple Intratecal (TTI) han hecho que se alcance 
una supervivencia libre de enfermedad (SLE) a 5 años del 80%. Aún así,  las recaídas 
en el SNC son una importante causa de morbilidad y mortalidad, y ocurren entre un 
3-8% de los pacientes (Pui y col., 2008). 
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2. Factores relacionados con el pronóstico y tratamiento de la LLA en el 
SNC 
La mayor parte de los niños con LLA tienen enfermedad subclínica en el SNC al 
diagnóstico. La importancia de esta afectación se basa en que el SNC puede 
comportarse como un santuario para las células leucémicas que residieran en él, no 
permitiendo que los agentes quimioterápicos alcancen las concentraciones adecuadas 
y puedan estar mejor capacitados para recaer. En este sentido, es muy importante 
caracterizar qué moléculas están implicadas en la colonización leucémica de estos 
santuarios, puesto que estas moléculas pueden convertirse en dianas terapéuticas 
específicas de leucemias con alta capacidad de recaer. Aunque se ha descrito que los 
pacientes con hiperleucocitosis (>50x109/L), el inmunofenotipo T , el fenotipo B con 
leucocitos >100x109/L, alteraciones genéticas de alto riesgo como t(4;11) y t(9;22) o la 
hipodiploidia, así como la presencia de células blásticas en el líquido cefalorraquídeo 
(LCR) (>5 leucocitos) mediante citología convencional (CC) tienen un mayor riesgo 
de presentar una recaída del SNC (Pui y col., 2006), el valor predictivo de alguno de 
estos parámetros es todavía limitado (Rubnitz y col., 2003). Por ejemplo, en un 
trabajo reciente de nuestro laboratorio hemos comprobado que la detección de 
blastos en líquido cefalorraquídeo (LCR) en el momento del diagnóstico no es un 
factor predictivo de recaída posterior (Martínez y col., 2011). La mayoría de recaídas 
en SNC ocurren de forma temprana tras el diagnóstico de la enfermedad, 
pudiéndose beneficiar los pacientes de una terapia más específica de la enfermedad 
meníngea. Sería pues del máximo interés individualizar a los niños con LLA con 
riesgo de recaer en el SNC. 
Respecto al tratamiento intratecal, hoy en día, las combinaciones de tres drogas, 
metotrexato (MTX), ARA-C (arabinósido de citosina) e hidrocortisona, administradas 
mediante punción lumbar, se utilizan de forma rutinaria para prevenir recaídas en el 
SNC. Aunque es necesaria una quimioterapia sistémica que también ayuda a 
controlar las recaídas extramedulares. 
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3. Bases moleculares de la infiltración y recaída leucémica del SNC. 
La LLA es una enfermedad que no se origina en el SNC, por lo que su presencia 
en el líquido cefalorraquídeo (LCR) indica un trasiego de las células blásticas desde la 
MO o el timo al espacio subaracnoideo. La migración y el anidamiento de los 
leucocitos y de otras células en los diferentes órganos del organismo es un proceso 
complejo en el que están implicadas diversas moléculas, teniendo un papel principal 
las quemoquinas. Los blastos leucémicos de LLA-B (médula ósea) y LLA-T (timo) 
que circulan a través de la sangre pueden usar moléculas de adhesión para llegar al 
SNC, cruzar la barrera hematoenecefálica (BHE) y progresar dentro del parénquima. 
El estudio de las moléculas de adhesión que expresan las células leucémicas puede 
ayudar a conocer el proceso de infiltración y de recaída en el SNC. Además, la 
identificación de estas moléculas podría ayudar a descubrir dianas terapéuticas 
específicas. 
 
 QUEMOQUINAS  
1. Definición, estructura y nomenclatura: 
Las quemoquinas dirigen la migración leucocitaria e intervienen en una amplia 
variedad de procesos fisiológicos y patológicos, fundamentalmente en procesos 
inmunitarios e inflamatorios (Mantovani A., 1999; Zlotnik A, Yoshie O., 2000). Las 
quemoquinas constituyen un grupo numeroso de citoquinas proiinflamatorias con 
capacidad quimioatrayente que participan en la modulación del tráfico leucocitario 
regulando el trasvase de leucocitos hacia órganos y tejidos. En este  proceso también 
participan  otras muchas proteínas como selectinas, integrinas, moléculas de 
adhesión, citoquinas, y metaloproteasas. Las quemoquinas provienen de varias 
fuentes celulares, y más allá de su papel en el reclutamiento y activación de los 
leucocitos, su estudio ha despertado gran interés, debido a la selectividad que tienen 
para activar y dirigir el tráfico de distintas subpoblaciones de leucocitos.  
Las quemoquinas son una familia de aproximadamente 50 proteínas diferentes 
de pequeño tamaño, de bajo peso molecular (8-14 KDa) que se unen a 19 diferentes 
receptores (DeVries M.E. Y col.,2006; Zlotnik A. y col., 2006) que señalizan vía 
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proteína G. Los receptores para las quemoquinas pertenecen a la superfamilia de 
receptores con siete dominios transmembrana tipo serpina o rodopsina, la mayoría 
de ellos acoplados a proteína G, con tres asas intracelulares y tres extracelulares. 
Todos presentan un extremo N-terminal extracelular y un C-terminal intracelular. La 
porción intracelular carboxiterminal contiene residuos serina y treonina, los cuales 
son fosforilados y participan en la transducción de señales. 
Las señales dependientes de la proteína G conducen a la polimerización de 
actina, la reconfiguración de moléculas de adhesión y otras respuestas celulares 
que contribuyen a la migración celular (Nickel R. y col., 1999). Estas respuestas 
son dependientes de PKC y del flujo de Ca2+, mientras la fosforilación de tirosinas y 
la interacción DAG/PLD promueve la activación del sistema NADPH-oxidasa. 
Todas las quemoquinas son estructuralmente similares; tridimensionalmente 
presentan tres láminas plegadas beta conectadas por asas, un asa en la región NH2 
terminal y una hélice beta en el dominio C-terminal. Tienen una característica 
bioquímica común que es la conservación de cuatro residuos de cisteína que se unen 
formando dos puentes disulfuro esenciales para la activación de la molécula. 
Dependiendo del número y la secuencia de estas cisteínas en el dominio amino 
terminal, las quemoquinas se dividen en cuatro grandes subfamilias (Zlotnik, Yoshie, 
2000). Los receptores de quemoquinas son agrupados en cuatro familias, CR, CCR, 
CXCR y CX3CR, los cuales interaccionan con las diferentes quemoquinas C, CC, CXC 
y CX3C respectivamente. En la actualidad existe una nueva  nomenclatura que sirve 
tanto para ligandos como para sus receptores. Se escribe CC o CXC seguido por una 
L (de ligando) y un número que corresponde a la posición que ocupe el gen que 
codifica a cada proteína dentro del cromosoma y por una R (de receptor) seguido de 
un número. 
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Figura 3. Estructura de las quemoquinas, obtenida de Kohidai L. 2008. 
 
 
2. Quemoquinas y receptores estudiados,  expresión celular: 
 
Quemoquina/ Receptores  CXC 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nombre sistemático Ligando humano Ligando murino Receptor de quemoquina
CXCL1 GROα /MGSA-α GRO/KC CXCR2, CXCR1
CXCL2 GROβ/MGSA-β GRO/KC CXCR2
CXCL3 GROχ/MGSA-χ GRO/KC CXCR2
CXCL4 PF4 PF4 Desconocido
CXCL5 ENA - 78 LIX CXCR2
CXCL6 GCP-2 Ckα -3 CXCR1, CXCR2
CXCL7 NAP-2 Desconocido CXCR2
CXCL8 IL-8 Desconocido CXCR1, CXCR2
CXCL9 MIG MIG CXCR3
CXCL10 IP-10 IP-10 CXCR3
CXCL11 I-TAC Desconocido CXCR3
CXCL12 SDF-1α / β SDF-1 CXCR4
CXCL13 BLC/BCA-1 BLC/BCA-1 CXCR5
CXCL14 BRAK/ bolequina BRAK Desconocido
CXCL15 Desconocido Lungquina Desconocido
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Expresión celular:  
En el neutrófilo: CXCR1, CXCR2; en el monocito: CXCR4; en el linfocito T en 
reposo: CXCR4; en el linfocito T activado: CXCR3; en el linfocito B: CXCR3, CXCR4; 
en la célula dendrítica: CXCR4; y en la célula NK: CXCR3. 
 
Quemoquina/ Receptores  CC 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nombre sistemático Ligando humano Ligando murino Receptor de quemoquina
CCL1   I-309 TCA-3, P500 CCR8
CCL2 MCP-1/ MCAF JE CCR2
CCL3 MIP-1α MIP-1α CCR1,CCR5
CCL4 MIP-1β MIP-1β CCR5
CCL5 RANTES RANTES CCR1,CCR3,CCR5
CCL6 Desconocido C10, MRP-1 Desconocido
CCL7 MCP-3 MARC CCR1,CCR2,CCR3
CCL8 MCP-2 MCP-2 CCR3
CCL9/10 Desconocido MRP-2, CCF18 Desconocido
CCL11 Eotaxin Eotaxin CCR3
CCL12 Desconocido MCP-5 CCR2
CCL13 MCP-4 Desconocido CCR2, CCR3
CCL14 HCC-1 Desconocido CCR1
CCL15 HCC-2 /Lkn-1/MIP-1δ Desconocido CCR1,CCR3
CCL16 HCC-4/ LEC LCC-1 CCR1
CCL17 TARC TARC CCR4
CCL18 DC-CK1/PARC Desconocido Desconocido
CCL19 MIP-3β MIP-3β CCR7
CCL20 MIP-3α MIP-3α CCR6
CCL21 6Ckine/SLC 6Ckine/SLC CCR7
CCL22 MDC ABCD-1 CCR4
CCL23 MPIF-1 Desconocido CCR1
CCL24 MPIF-2/Eotaxina-2 Desconocido CCR3
CCL25 TECK TECK CCR9
CCL26 Eotaxin-3 Desconocido CCR3
CCL27 CTACK CTACK CCR10
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Expresión celular: en el linfocito T activado: CCR1, CCR2, CCR4, CCR5, CCR7; en el 
Linfocito B: CCR4, CCR5, CCR6, CCR7; en el Monocito: CCR1, CCR2, CCR5, CCR8; 
en la célula dendrítica: CCR1, CCR2, CCR3, CCR4, CCR5, CCR6; en la célula NK: 
CCR2, CCR5; en el eosinófilo: CCR1, CCR3; en el basófilo: CCR2, CCR3. 
 
Quemoquina/ Receptores  C 
 
 
 
 
 
 
Quemoquina/ Receptores  CX3C 
 
 
 
 
Expresión celular: en linfocito T activado, linfocitos B, monocitos y células NK. 
 
Las quemoquinas son redundantes en su acción sobre las células, no son activas 
sobre una única población de leucocitos, y usualmente, una población de leucocitos 
posee receptores y responde a más de una quemoquina. La interacción de las 
quemoquinas con sus receptores se caracteriza porque la mayor parte de los 
receptores interaccionan con múltiples ligandos y la mayor parte de los ligandos 
interaccionan con más de un receptor. Estas interacciones se producen en todos los 
procesos biológicos donde interviene estas proteínas y es lo que hace tan dificultoso 
su estudio in vivo. 
Funcionalmente, la mayoría de las quemoquinas comparten su participación en 
la respuesta inmune innata y adaptativa, no sólo controlando el tráfico de leucocitos, 
sino también regulando supervivencia, proliferación y activación celular (Foster R. y 
col.,2008; Yoshie O. y col., 2001). Además, la señalización a través de receptores de 
quemoquinas ha sido implicada en procesos tales como angiogénesis, desarrollo del 
Nombre sistemático Ligando humano Ligando murino Receptor de quemoquina
CX3CL1 Fractalquiina Neurotactina CX3CR1
Nombre sistemático Ligando humano Ligando murino Receptor de quemoquina
XCL1 Linfotactina Linfotactina XCR1
XCL2 Desconocido Desconocido XCR1
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sistema nervioso o en hematopoyesis donde se ha descrito su importancia en 
diferenciación de linfocitos B, linfocitos T y células mieloides (Zou Y. y col., 1998; 
Forster, 1994) 
Sin embargo, cada quemoquina parece tener un papel específico, determinado 
por el tipo celular sobre el que actúa y por el patrón de expresión de su receptor, así 
como por la coordinación espacio-temporal entre ligando-receptor, entre 
quemoquinas diferentes y entre quemoquinas y otras moléculas (Luster, 1998). No 
sólo en situaciones fisiológicas sino también en patológicas, las quemoquinas parecen 
jugar un papel fundamental, habiéndose descrito su importancia en crecimiento 
tumoral y metástasis (Murphy PM.y col., 2001). 
También, algunos receptores de quemoquinas son utilizados como portales de 
entrada y factores de transmisión de patógenos intracelulares. Así, CCR5 y CXCR4, 
los receptores para MIP-1α, MIP-1β, RANTES y MCP-2 y para SDF-1 
respectivamente, son utilizados por el HIV como correceptores para infectar células 
que coexpresan CD4, y DARC y Eotaxina, son utilizados por el protozoo que 
produce la malaria, Plasmodium vivax para infectar eritrocitos (Alkhatib, 1996).  
Las quemoquinas también han sido clasificadas en base a su función y patrón de 
expresión como inflamatorias o inducidas y homeostáticas o constitutivas. Las 
primeras son reguladas por estímulos proinflamatorios tales como LPS o citoquinas 
inflamatorias como IL-1, TNF-α o IFN-γ, y su función es el reclutamiento y activavión 
de diferentes poblaciones leucocitarias para llevar a cabo la respuesta inmune. Las 
segundas son expresadas en ciertos órganos y tejidos de forma constitutiva y en 
ausencia de estímulo inflamatorio, participando en diferenciación celular y en el 
mantenimiento de la homeostasis de los órganos donde se expresan. 
 
3. Quemoquinas y  SNC. 
 
El SNC cuenta con una barrera, la BHE, estructura histológica y funcional que 
protege y limita la entrada de células y patógenos al cerebro. Durante procesos 
infecciosos e inflamatorios los linfocitos acceden y se acumulan en el SNC (Asensio 
VC. y col., 1999; Bajetto A. y col., 2002). Una de la vías de entrada de los leucocitos al 
SNC es a través de los plexos coroideos, por los que entran en el líquido 
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cefalorraquídeo (LCR) y circulan por el espacio subaracnoideo. También pueden 
invadir el parénquima cerebral vía capilares cerebrales o directamente infiltrar las 
meninges por lesiones cerebrales. A continuación se muestra la estructura del cerebro 
y  rutas de entrada de los leucocitos al SNC. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Estructura del cerebro y rutas de entrada de los leucocitos (Figura obtenida de Wilson y col., 
2010). 
 
 
La habilidad de los linfocitos para acceder a las meninges ha sido estudiada 
principalmente en los contextos de inflamación e infección (Cartier L. y col., 2004; 
Charo IF. Y col.,2006; Kivisakk P. y col., 2004). La inflamación de las meninges está 
asociada con virus (virus herpes simple, el virus de la varicela zoster y el HIV) 
bacterias (Neisseria meningitidis, Streptococcus spp., Haemophilus spp., y Mycobacterium 
tuberculosis), hongos (Cryptococcus spp.) parásitos (apicomplexa, trypanosomes y 
amoebae) y con causas no infecciosas como cáncer o toxicidad por fármacos (Giunti D. 
y col., 2003; Glass WG. Y col., 2005). 
El paso a través de la barrera hematoencefálica exige a las células que lo hacen, la 
presencia en su membrana de una serie de moléculas de adhesión específicas, 
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capaces de responder a sus respectivos ligandos presentes en las áreas de entrada 
(Bacon KB. Y col., 2000; Christenen JE. Y col., 2004; Hesselgesser J. y col., 1999; 
Ragozzino D. y col., 2002). Para alcanzar y seguidamente circular por el espacio 
subaracnoideo necesitan diferentes moléculas de adhesión, selectinas, integrinas, 
quemoquinas y sus receptores, CCR6/CCL20 y CCR7/CCL19 (Kisiskk P. y col., 
2003). También pueden invadir el parénquima cerebral vía capilares con la ayuda de 
otras quemoquinas como CXCR3/CXCL10 y CXCR4/CXCL12 (Zhang B. y col., 
2008). 
Las quemoquinas CXCL9, CXCL10, CXCL11 y su receptor CXCR3, están 
asociadas con el reclutamiento de linfocitos T reguladores en el espacio perivascular 
del cerebro en casos de esclerosis múltiple (Kivisakk P. y col., 2002; Balashov KE. Y 
col., 1999; Sorensen TL. Y col., 1999) y CXCL12, ligando de CXCR4, está expresado en 
las células endoteliales en el SNC (McCandless EE. y col., 2006). Estos estudios 
sugieren que múltiples quemoquinas regulan el acceso del espacio perivascular al 
parénquima cerebral (Biber K. y col., 2000). 
 En la siguiente figura se observa cómo en el tráfico de las células inmunes al 
SNC están implicadas diferentes quemoquinas y sus receptores. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5 Acceso a las meninges. Figura obtenida de Wilson y col., 2010. 
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Figura 6. Acceso al parénquima cerebral. Figura obtenida de Wilson y col., 2010. 
 
Recientemente, se ha descrito la producción de quemoquinas linfoides, CCL19, 
CCL21 y CXCL13 en el SNC, en casos de homeostasis y en patologías que afecten al 
SNC (Lalor SJ. y col., 2010; Cardona M. y col., 2008; Le Y. y col., 2004). CCL19 y 
CCL20 son producidos por células del estroma en las zonas de células T de los 
nódulos linfáticos (Cyster, 1999) y ambas quemoquinas se unen a CCR7, expresado 
en la superficie de linfocitos T naive y células dendríticas maduras. CXCL13 es 
producido por las células dendríticas foliculares de los folículos de células B (Müller 
y Lipp, 2003) y se une al receptor CXCR5. Estas quemoquinas actúan manteniendo la 
homeostasis del SNC. Por ejemplo, hay una expresión homeostática de CCL19 y 
CCL21 en el endotelio cerebrovascular y en los plexos coroideos, que tiene un 
importante papel en la inmunovigilancia del espacio subaracnoideo y perivascular en 
individuos sanos. La mayoría de las células del LCR son linfocitos T que expresan 
CCR7 y participan en la eliminación de infecciones locales como neuroborreliosis o  
infecciones por Toxoplasma gondii. Por el contrario, la producción aberrante de 
CCL19, CCL21 y CXCL13 se ha asociado a  inflamación autoinmune crónica (Bagaeva 
y col., 2006). Además la producción aberrante de CCL19, CCL21 y CXCL13, permite 
que células leucémicas B y T infiltren el SNC, relacionando la producción local de 
estas quemoquinas  con la localización de los tumores hematopoyéticos en el SNC. 
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La quemoquina involucrada depende del origen celular de la neoplasia. En este 
sentido, CCL19 fue recientemente implicado en infiltración del SNC por células de 
LLA-T (Buonamici y col., 2009), mientras CXCL13 ha sido asociado con el desarrollo 
de linfoma de células B difuso en el SNC (Smith y col., 2003; Tun y col., 2008). 
 
CXCR3-CXCL10 es un eje ya vinculado a otra patología del SNC: encefalitis 
(Muller y col., 2007). El eje CXCR3/CXCL10 ha sido ya implicado en el reclutamiento 
de los linfocitos T en encefalitis y  la  producción de CXCL10 en esta patología, se 
adjudica a los astrocitos de la glía y a las neuronas (Vinet J. y col., 2010; Haas y col., 
2007; Ambrosini y col., 2004; Rappert y col., 2004; Klein y col., 2005). 
 
4. Quemoquinas y cáncer 
La interacción de las quemoquinas con sus receptores participa también en 
procesos como desarrollo de órganos, angiogénesis, ubicación celular en diferentes 
localizaciones anatómicas (Cyster JG., 1999), anidamiento leucocitarios, 
tumorogénesis y metástasis de tumores (Homey B. y col., 2002). 
Las células tumorales expresan receptores de quemoquinas que pueden utilizar 
para facilitar la supervivencia, crecimiento y movimiento de estas células tumorales. 
Pueden expresar patrones específicos de receptores de quemoquinas que responden 
a gradientes quemotácticos y contribuyan a la proliferación de la metástasis (Kulbe 
H. y col., 2004). 
 
4.1 Perfiles de quemoquinas en tumores: 
CXCR4 aparece expresado en numerosos tipos de cancér como mama, próstata, 
páncreas, ovario, neuroblastoma y glioblastoma  (Koshiba y col., 2000; Rempel y col., 
2000; Geminder y col., 2001; Muller y col., 2001; Scotton y col., 2001, Schrader y col., 
2002; Taichman y col., 2002; Burger y col., 2003; Hwang y col., 2003; Zeelenberg y col., 
2003). En otras células cancerosas estudiadas, CXCR4 puede estar coexpresado con 
otros receptores de quemoquinas CC o CXC, o menos frecuente es la expresión de 
otros receptores sin la expresión de CXCR4.  
Células cancerosas humanas de mama expresan CXCR4 y CCR7 (Muller y col., 
2001). CCR7 es encontrado también en células cancerosas gástricas y esofágicas 
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(Mashino y col., 2002). Células de melanoma expresan CCR7 y CCR10, aunque otros 
autores han encontrado que coexpresan CXCR4 y CXCR3 (Robledo y col., 2001). 
Células de leucemia y linfoma expresan un amplio repertorio de receptores de 
quemoquinas, probablemente reflejando su origen hematopoyético. Así, por ejemplo,  
células de leucemia T/ linfoma en adultos expresan CCR4 (Ishida y col., 2003), 
linfoma cutáneo de células T expresa CCR3 (Kleinhans y col., 2003) y linfomas de 
células B expresan CXCR3 y CXCR5 (Jones y col., 2000, Burger JA. Y col., 1999; 
Trentin L. y col., 1999). 
CXCR4  no es un marcador específico de tumor y no todos los cánceres expresan 
este receptor. Además este receptor y su ligando, CXCL12, son ampliamente 
expresados en tejido normal y juegan un importante papel en el desarrolllo fetal, 
movilización de las células madre hematopoyéticas y en el movimiento de linfocitos 
naive (Rossi y ZLotnik, 2000). CXCR4 es el único receptor de CXCL12 y no puede 
unirse a otro ligando. 
 
 
4.2 Expresión de quemoquinas en el microambiente del tumor y gradiente 
quemotáctico para la proliferación del tumor 
 
Los tumores sólidos contienen, además de células tumorales, células del estroma 
como fibroblastos y células endoteliales. Se encuentran infiltrados por células 
inflamatorias como neutrófilos, macrófagos y linfocitos, que contribuyen a la 
producción local de quemoquinas dentro del tumor y a su proliferación (Kellerman 
SA. y col., 1999; Zlotnik A. 2004). 
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Figura 7 Expresión de quemoquinas en el microambiente del tumor y gradiente quemotáctico para la 
proliferación del tumor. Figura obtenida de Vandercappellen J. y col., 2008 
 
 
Hay casos de tumores en los que la expresión de receptores de quemoquinas se 
ha relacionado con infiltrados de leucocitos, como por ejemplo, infiltrados de 
macrófagos que producen factores de crecimiento, factores angiogénicos, y diferentes 
quemoquinas inflamatorias. Existen casos de enfermedad de Hodgkin que expresan 
CCL17, CCL11, CCL22 y atraen linfocitos Th1 y Th2 (Skinider y Mk, 2002). En el 
cáncer de ovario son característicos los infiltrados de macrófagos y linfocitos T CD8+. 
El entorno del tumor contiene una extensa y variada mezcla de quemoquinas, tanto 
CC como CXC que controlan la infiltración de los leucocitos al tumor. Estos 
leucocitos migran por gradientes quemotácticos que también pueden usar las células 
del tumor para proliferar. 
Para que el gradiente quemotáctico afecte en las células cancerosas que  expresan 
receptores de quemoquinas, es necesario que los respectivos ligandos sean 
fuertemente expresados en los sitios de proliferación del tumor o metástasis. Células 
de melanoma expresan CCR7 y CCR10 y sus ligandos están altamente expresados en 
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piel y nódulos linfáticos, lugares de metástasis de este tumor (Muller y col., 2001). 
CCR7 y CXCR4 se encuentran en células de cáncer de mama y sus ligandos CCL21 y 
CXCL12 se han detectado expresados en grandes cantidades en los órganos de las 
metástasis. Además la migración de estas células hacia los órganos diana de las 
metástasis  puede ser neutralizada por anticuerpos anti-CXCR4 (Muller y col., 2001). 
Las quemoquinas, en particular CXCR4/CXCL12, juegan un papel en la adhesión, 
invasión, supervivencia, proliferación y angiogénesis de las células tumorales. 
 
 5. Quemoquinas y metástasis 
La metástasis es el factor que más limita la supervivencia en la mayoría de los 
pacientes con cáncer. El proceso de la metástasis es complejo y tiene múltiples pasos 
o estadios, en los cuales la interacción entre receptores de quemoquinas expresados 
por las células tumorales y sus respectivos ligandos, puede ser importante 
(Entschladen F. y col., 2005; Murphy PM. Y col., 2001). Por ejemplo, antagonistas del  
receptor CXCR4 han sido identificados como agentes antimetástasicos en el cáncer de 
mama (Tamamura H. y col., 2003). 
Las células tumorales expresan receptores de quemoquinas (CCR y CXCR), 
mientras sus ligandos se producen en los órganos diana de las metástasis. La 
interacción de receptores y ligandos representa una de las bases moleculares que 
explica la localización anatómica preferente de las metástasis tumorales. Las 
quemoquinas se han implicado en las metástasis de tumores en órganos específicos. 
Las células tumorales que expresan dichos receptores se pueden aprovechar de la 
función natural de los ejes receptores de quemoquinas-ligandos (concepto descrito 
por Zlotnik y col., 2011). Según Zlotnik, aquellas células tumorales que expresen 
naturalmente estos receptores, tendrán preferencia por asentarse en los órganos 
apuntados. En condiciones normales, algunas quemoquinas dirigen las células a 
localizaciones específicas donde sus ligandos son expresados, como es el caso de 
CCR10/CCL27 en la piel, CCR9/CCL25 en el intestino delgado, CCR7/CCL19, 
CCL21 y CXCR5/CXCL13 en tejido linfoide secundario, y CXCR4/CXCL12  en la 
médula ósea. 
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A continuación se comentan estudios experimentales que indican que la 
expresión de un receptor de quemoquina puede definir la localización específica de 
la metástasis: 
• Por ejemplo, la expresión de CCR9 está asociada con metástasis de 
melanoma intestinal (Letsch A. y col., 2004). Estas células respondieron 
al ligando de CCR9 (CCL25) que estaba selectivamente expresado en 
intestino delgado y en el timo, sugiriendo una asociación entre la 
expresión de CCR9 y la metástasis en el órgano donde se expresa su 
ligando. 
• La expresión de CCR7 está asociada con metástasis en nódulos linfáticos 
en carcinoma gástrico (Mashino K. y col., 2002). Un estudio reciente 
demostró que CCR7 estaba implicado en la infiltración del SNC en LLA-
T,  y al silenciar este receptor o su ligando CCL19 en un modelo animal 
de LLA-T, se conseguía inhibir específicamente la  infiltración del SNC. 
• Otro ejemplo es la quemoquina CCR6, cuya expresión se ha asociado a la 
metástasis en hígado en el cáncer colorrectal. El ligando de CCR6, 
CCL20, se ha encontrado muy expresado en el  órgano donde tiene lugar 
la metástasis (Rubie C. y col., 2010). 
• La expresión de CXCR3 ha sido detectada en epitelio canceroso de 
pacientes en estadíos tempranos de cáncer de mama, y se asoció este 
receptor de quemoquina con la metástasis en pulmón en un modelo 
murino de cáncer de mama. El silenciamiento de CXCR3 en líneas 
celulares de cáncer de mama inhibía específicamente la metástasis en 
pulmón en un modelo animal (Ma X. y col., 2009). 
• En general, los ejes CXCL12/CXCR4 y CCL21/CCR7 han sido 
relacionados con la invasión y la metástasis en varios tipos de cáncer 
(Hasegawa H. y col., 2000), siendo CXCR4 el receptor más 
frecuentemente sobreexpresado en células tumorales.  
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6. Perspectivas futuras 
Las recaídas en la LLA  continúan siendo el reto más importante para conseguir 
la curación total. Los motivos por los cuales se localiza la enfermedad en el SNC no 
están del todo claros. La LLA es una enfermedad que no se origina en el SNC, la 
presencia de estos blastos leucémicos en el LCR puede entenderse como un proceso 
metastático, debido a la migración de estas células blásticas, desde la MO o el timo 
(donde se originan), al espacio subaracnoideo y posteriormente al parénquima 
cerebral. Estas células leucémicas pueden utilizar la maquinaria molecular 
(diferentes quemoquinas/receptores) empleada por los leucocitos para asentarse en 
este órgano (SNC) considerado santuario. Estos blastos capaces de recluirse en este 
santuario, se encuentran expuestos a un ambiente que les protege frente al 
tratamiento antileucémico. Es muy importante, identificar qué moléculas están 
implicadas en esta protección, y poder convertir a estas moléculas en dianas 
terapéuticas específicas para el tratamiento de leucemias con alta capacidad de 
recaer. Descubrir los factores celulares y moleculares que confieran resistencia al 
tratamiento, permitirá administrar nuevas terapias a este grupo de pacientes.  
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OBJETIVOS 
 
1. Caracterizar el perfil de expresión de receptores de quemoquinas en los blastos de 
la médula ósea de LLA infantil y estudiar si se asocia a alguna característica clínica 
o biológica.  
 
2. Caracterizar el perfil de expresión de quemoquinas en LCR y estudiar si se asocia a 
alguna característica clínica o biológica.  
 
3. Analizar si existe un papel de receptores o de quemoquinas en la infiltración del 
sistema nervioso central, o en la recaída leucémica.  
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MATERIAL Y MÉTODOS 
 
1. Condiciones del estudio 
Se ha desarrollado un estudio prospectivo y multicéntrico aprobado por el 
Comité de Ética de Investigación Clínica. En todos los casos se obtuvo un 
consentimiento informado de padres y tutores. 
 
2. Pacientes 
Durante el periodo de tres años desde Enero del 2007 hasta Diciembre del 2009, 
se recibieron muestras de 122 pacientes diagnosticados de leucemia linfoblástica 
aguda en 18 hospitales españoles. Muestras correspondientes a 28 pacientes no 
fueron incluidas en el estudio final por las siguientes razones: por falta de datos 
clínicos del paciente,  por falta de muestra de MO, o por escasa muestra de MO para 
el estudio de receptores de quemoquinas por CMF. Cada centro fue responsable de 
recabar la información clínica de cada paciente. 
 
3. Muestras  
Las muestras se reclutaron en cada hospital y se enviaron al Laboratorio de 
Onco-Hematología del Hospital Universitario Niño Jesús de Madrid, España. Se 
estudiaron 94 muestras de medula ósea en el momento del diagnóstico y/o recaída y 
91  muestras de LCR al diagnóstico y/o recaída. El inmunofenotipo del diagnóstico 
se realizó en cada centro, mientras que el estudio de la muestra de MO y de LCR se 
realizó en nuestro hospital. 
 
4. Estudio de la MO para la detección del perfil de quemoquinas 
 
4.1 Preparación de la muestra: 
En todos los pacientes se realizó al diagnóstico, un aspirado de médula ósea,  
que fue enviado al Laboratorio de Oncología del Hospital del Niño Jesús. El aspirado 
medular se recogió en un tubo con EDTA, y se utilizó para estudiar el perfil de 
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receptores de quemoquinas. De la médula ósea se obtuvieron las células 
mononucleares mediante la centrifugación sobre gradiente de Ficoll (Ficoll-Plaque 
PLUS GE Healthcare Bioscience AB Uppsala, Suecia).  
 
4.2 Cuantificación de receptores de quemoquinas en MO  
Se determinaron los niveles de expresión de 10 CCR y 6 CXCR al diagnóstico en 
MO mediante citometría de flujo multiparamétrica. Alícuotas de dicha muestra se 
incubaron con combinaciones de 6 anticuerpos monoclonales que reconocen 
diferentes receptores de quemoquinas.  
Uno de estos 6 anticuerpos fue siempre anti-CD45, para poder estudiar la 
expresión de las demás moléculas sobre la población blástica. Un tubo se marcó con 
los isotipos adecuados, para fijar el umbral basal de expresión de los diferentes 
anticuerpos. Tras una incubación durante 20 minutos a temperatura ambiente y en la 
oscuridad, se añadió a cada muestra una solución de lisis de eritrocitos (Quicklisis, 
Cytognos, Salamanca, España). La adquisición y el análisis de los eventos de  las 
muestras se realizaron con un citómetro de flujo BD FACS Canto II (Becton 
Dickinson), y los datos se analizaron con el software BD FACSDiva.  
A continuación se expone una tabla con los 6 fluorocromos utilizados en el  
marcaje de las muestras con  el panel de los 5 tubos utilizados para el análisis de cada 
muestra de MO. 
 
FLUOROCROMOS FITC PE     PerCPCy5    PECy7         APC APCCy7 
Tubo 1 IgG1 IgG1 IgG1 IgG1 IgG1 CD 45 
Tubo 2 CCR8 CCR3  CCR4 CCR1 CD 45 
Tubo 3 CXCR3 CCR6 CXCR2 CCR5 CCR2 CD 45 
Tubo 4  CXCR6 CXCR4 CCR7 CCR9 CD 45 
Tubo 5  CXCR1 CXCR5    CD 45 
 
Tabla 3. Panel de anticuerpos utilizados para el estudio de las  muestras de MO 
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Los fluorocromos utilizados fueron los siguientes: FITC, PE, APC, PERCP-CY5.5, 
PECy7, APC-Cy7. Todos los anticuerpos se adquirieron de BD Biosciences (Becton 
Dickinson, Madrid, España). 
 
4.3 Análisis de la MO por Citometría de flujo 
Los criterios de análisis mediante CMF de las MO fueron los siguientes: 
Se realizaron diferentes clusters según el receptor CCR o CXCR utilizado. 
El número de células leucémicas con expresión de receptor de quemoquina se 
expresó en términos relativos, intensidad de fluorescencia media de cada receptor 
(ratio con respecto a su isotipo). La intensidad de fluorescencia media (MFI), se 
utilizó como estimación relativa de la cantidad de moléculas del receptor por células. 
En la figura siguiente se muestra la estrategia para cuantificar los niveles de 
expresión de los receptores (en este caso, CCR6). La población leucémica se identificó 
en un gráfico CD45 versus complejidad celular y posteriormente se obtuvo la 
intensidad media de fluorescencia (MFI) para cada isotipo y para cada receptor. 
  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Mediante el histograma SSC/FSC seleccionamos la zona donde se distribuyen las células 
leucémicas y posteriormente se identificó en un gráfico CD45 versus complejidad celular la población 
blástica para poder estudiar sobre ella, la expresión de los receptores de quemoquinas. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. La intensidad de fluorescencia media (MFI) se calculó como el ratio entre el valor de MFI de 
cada receptor y el valor de MFI del isotipo. 
 
 
M.F.I. ISOTYPE
M.F.I. CCR6
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5. Estudio del LCR para la cuantificación de los niveles de 
quemoquinas 
 
5.1 Procesamiento de los LCRs para su estudio  
La punción lumbar se realizó en cada centro y las muestras de LCR (2-3 ml) se 
enviaron al Laboratorio de Oncología del HNJS para el estudio de ligandos de 
quemoquinas. Las muestras de LCR se centrifugaron a 1600 rpm durante 5 min. Se 
separó el sobrenadante y se congeló en arcón a -80ºC hasta su uso. La cuantificación 
de las quemoquinas (ligandos) en los sobrenadantes de las 91 muestras de LCR se 
realizó mediante las técnicas de Bioplex o Elisas convencionales, en función de la 
accesibilidad a los reactivos comerciales. 
En la siguiente tabla se recogen las quemoquinas detectadas en este estudio: 
Receptor Ligando Receptor Ligando 
CXCR1 CXCL8 CCR1 CCL5 
CXCR2 CXCL1 CCR2 CCL7 
CXCR3 CXCL9, CXCL10 CCR3 CCL24 
CXCR4 SDF-1α CCR4 CCL17, CCL22 
CXCR5 CXCL13 CCR5 CCL3, CCL4 
CXCR6 CXCL16 CCR6 CCL20 
  CCR7 MIP-3β  
  CCR8 CCL1 
  CCR9 CCL25 
  CCR10 CCL27  
Tabla 4.  Quemoquinas y receptores estudiados. 
 
 
5.2 Cuantificación de quemoquinas en el LCR: Bioplex y ELISA 
 
Cuantificación  de quemoquinas en  LCR por la técnica BIOPLEX: 
Se realizó sobre las muestras de LCR, bien correspondiente a muestras de  
diagnóstico o de recaída. La técnica utilizada fue el sistema Bio-Plex  de arrays en 
suspensión xMAP (Luminex) que permitió la detección y cuantificación simultánea de 
numerosas proteínas diferentes dentro de una misma muestra de LCR. El sistema, 
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basado en tecnología de microesferas, posee una sensibilidad mayor que las técnicas 
convencionales de ELISA. Esta tecnología se basa en una familia de microesferas 
fluorescentes estudiada a través de un analizador específico asociado a un 
procesador de alta velocidad de la señal numérica para manejar eficientemente la 
fluorescencia emitida en cada caso. 
 
Los Kits utilizados, Bio-Plex Cytokine Assay System (Bio-Rad Laboratories, Hercules, 
CA) fueron: 
• Bio-Plex Human Cytokine Grp I X-Plex Assay (CXCL8, CCL24, CCL3, CCL4, 
CCL5, CXCL10).  
• Bio-Plex Human Cytokine Grp II X-Plex Assay (SDF-1α, CCL7, CCL27, 
CXCL1, CXCL9)  
 
Realizamos el experimento según indicaciones del fabricante y de forma similar 
en todas las cuantificaciones de citoquinas. Se prepararon todos los reactivos, 
muestras y estándares, según indicaciones del protocolo. Se adicionaron 50 µl de 
estándard de concentración conocida de cada quemoquina o de sobrenadante de las 
muestras de LCR, en placas de 96 pocillos, con 50ul de anticuerpos conjugados con 
múltiples microesferas fluorescentes de captura específicos para  cada quemoquina.  
Se incubó 30 minutos a 37ºC, y se lavó 3 veces para retirar las moléculas de 
quemoquinas no capturadas. Luego se añadieron 25ul de anticuerpos anti-
quemoquina conjugados a biotina. Tras 30 minutos de incubación a temperatura 
ambiente con una previa agitación de la placa durante 30 segundos, se hicieron  3 
lavados consecutivos, y se incubaron con 50 µl de estreptavidina-PE durante 10 
minutos a temperatura ambiente. Una vez retirado el exceso de enzima, el contenido 
de cada pocillo fue resuspendido en 125 µl de “assay Buffer “(Bio Rad) y se procedió 
inmediatamente a la lectura en el equipo Luminex200. Todas las muestras fueron 
analizadas por duplicado para asegurar el coeficiente de variación entre las muestras. 
Las concentraciones de las quemoquinas fueron calculadas en referencia a la curva 
estándar de cada quemoquina, usando las concentraciones conocidas de los 
estándares (0.2, 0.78, 3.13, 12.5, 50, 200, 800 y 3200 pg/ml). 
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El software de operación y análisis fue BioPlex Manager5, para el cálculo de la 
concentración, desviaciones estándar, coeficientes de variación mediante el uso de  
curvas estándar. 
 
 
Cuantificación  de quemoquinas en el LCR por la técnica de ELISA: 
La cuantificación de los  algunas citoquinas se realizó mediante un kit específico de 
inmuno-ensayo enzimático. Para determinar  CCL17, CCL25, CCL1, CCL22, CCL20 
se han utilizado los siguientes Kits de Elisa (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) 
RayBio® Human MDC ELISA Kit (para CCL22); RayBio® Human I-309 ELISA Kit 
(para CCL1); RayBio® Human TECK ELISA Kit (para CCL25); RayBio® Human 
TARC ELISA Kit (para CCL17); RayBio® Human MIP-3 alpha ELISA Kit ( para 
CCL20); RayBio® Human MIP-3 beta ELISA Kit ( para CCL19). 
 
Realizamos el experimento según indicaciones del fabricante y de forma similar 
en todas las cuantificaciones de citoquinas. Se prepararon todos los reactivos, 
muestras y estándares según indicaciones del protocolo. Se adicionaron 100 µl de 
estándar de concentración conocida de cada quemoquina (0pg/ml- 1000pg/ml) o de 
sobrenadante de las muestras de LCR en pocillos con anticuerpos de captura 
específicos frente a cada ligando. Se incubó 2.5 horas a 37º C y se lavó 4 veces para 
retirar las moléculas de quemoquinas no capturadas. Luego se añadieron 100ul  de 
anticuerpos anti-quemoquina conjugados a biotina y tras 1 hora de incubación a 
temperatura ambiente y de 4 lavados consecutivos, se incubaron con 100ul de la 
enzima peroxidada conjugada a estreptavidina durante 45 minutos a temperatura 
ambiente. Una vez retirado el exceso de enzima se incubó con 100ul del sustrato con 
el cromógeno durante 30 minutos, momento en el que se añadieron 50µl de la 
solución de parada (ácido sulfúrico 2M), y se procedió inmediatamente a la lectura 
de su absorbancia a 450 nm en un lector de ELISA (Personal LA, Biochem 
Immunosystems, BO, Italy). 
Para cada ensayo de ELISA se realizó una curva patrón haciendo diluciones 
seriadas a partir de la solución stock del estándar de concentración conocida de cada 
quemoquina (0pg/ml- 1000pg/ml). 
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Todas las determinaciones se realizaron por duplicado, el valor final fue la 
media de los dos valores que se detectaron. Se utilizó la curva patrón obtenida con 
los estándares suministrados por el fabricante. Con la recta de regresión obtenida, 
según la media de absorbancia de cada una de las muestras se calculó el valor de 
cada ligando en pg/ml. 
 
6. Ensayos in Vitro de quemotaxis y viabilidad 
 
6.1 Muestras humanas y líneas celulares 
Para los ensayos in Vitro se han utilizado muestras humanas y líneas celulares.  
 
Muestras humanas:  
Se utilizaron muestras primarias de LLA infantil, congeladas en viabilidad y 
caracterizadas por CMF en cuanto al perfil de expresión de receptores de 
quemoquinas. 
En el momento del diagnóstico y de la recaída, en la muestra de MO, se 
procedió a la separación de las células mononucleadas (Ficoll-Paque Plus GE 
Healthcare Bioscience AB Uppsala Suecia). Una vez separadas, las células 
mononucleadas  se resuspendieron en 1 ml de PBS (phosphate-buffered saline) 
(Lonza B-4800 Verniers, Belgium) y se cuantificó su número. Por cada 10 millones de 
células, se preparó un mezcla de FBS (suero bovino fetal) y DMSO (dimetilsulfóxido) 
9:1 (900 µl FBS + 100 µl DMSO), se resuspendieron las alícuotas de las células, se 
guardaron en un arcón a -80ºC con metanol durante 48 horas y finalmente se 
conservaron en nitrógeno líquido hasta su uso. 
 
Líneas celulares:  
Se utilizaron las líneas celulares NALM-6 (ACC 128) correspondiente a una 
Leucemia B precursora humana, y KASUMI-1 (ACC 220) correspondiente a una 
Leucemia Mieloide aguda humana. Ambas líneas, fueron obtenidas de DSMZ 
(Braunschweig - Alemania). Las células leucémicas NALM-6 fueron mantenidas a 
una densidad de 1.0-2.0 x106 cel/ml en 90% RPMI 1640 (Lonza B-4800 Verniers, 
Bélgica) suplementado con  antibiótico, Pen Strep (GIBCO 1514, CA, USA) L-
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glutamina (2 mM, GIBCO, USA) y  FBS (Lonza)  al 10% a 37 ºC  y al 5 % de CO2. Las 
células leucémicas KASUMI-1 fueron mantenidas a una densidad de 0.5 x106 cel/ml 
en 80%RPMI 1640 más 20% FBS. Mediante CMF se determinó la MFI de CXCR3 en 
estas dos líneas celulares, y arrojaron el siguiente resultado: 
NALM-6 ratio de 5, KASUMI-1 ratio de 1.9. 
 
6.2 Ensayos de quemotaxis:  
Los experimentos que se describen a continuación se realizarán primero con las 
líneas celulares, y posteriormente se confirmaron con las muestras primarias de 
pacientes. Las células humanas (líneas celulares, y muestras primarias) se 
suspendieron en medio RPMI con 10% de suero fetal (FBS), L-glutamina y 
antibióticos, y se depositaron en el compartimento superior de placas de 6.5-mm de 
diámetro con "transwells" de un poro de 5 µm (HTS Transwell- 24 Well Plate, 
Corning, MA). El volumen fue de 100 µl, con 5 x 105células totales. Estos filtros se 
transfirieron a pocillos que en el compartimento inferior contenían RPMI con 10% de 
FBS, y se añadió recombinante humano CXCL10/IP-10 (R&D Systems, Minneapolis, 
MN, USA) a dos concentraciones, 100ng/ml  y 10ng/ml. La dosis de trabajo elegida 
para los siguientes ensayos fue de CXCL10 a 100ng/ml. En el compartimento inferior 
se trabajó con cinco condiciones en todos los ensayos. En la primera condición se 
añadió únicamente 600 µl de RPMI 1640 con 10% de suero fetal (FBS), en la segunda 
condición  recombinante humano CXCL10/IP-10 (R&D Systems) a 100ng/ml, en la 
tercera condición  anticuerpo  anti-CXCL10 a 200ng/ml (R&D Systems), en la cuarta, 
recombinante humano CXCL10 + anti-CXCL10, y una quinta condición con un 
anticuerpo monoclonal CXCR3 anti-humano a 5 µg/ml (R&D Systems).  
Cada condición se realizó por triplicado. Se incubaron las placas durante 2 
horas a 37°C en 5% de CO2. Al final del periodo de incubación se procedió al contaje 
por CMF, de las células leucémicas que habían atravesado la membrana y habían 
pasado al compartimento inferior. 
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Figura 10. Células leucémicas de líneas tumorales y muestras primarias con expresión en superficie de 
un  receptor de quemoquina. Estas células colocadas en el compartimento superior pueden migran 
con un gradiente quemotáctico hacia el compartimento inferior, donde se encuentra su quemoquina 
correspondiente. 
 
 
6.3 Ensayos de viabilidad con fármacos antileucémicos 
Fueron realizados con fármacos antileucémicos utilizados en la TTI, 
METOTREXATO (50mg/2ml, Mylan Pharmaceuticals, Barcelona, España), 
CITARABINA (100mg/5ml, Pfizer, Madrid) HIDROCORTISONA (100mg/1 ml, 
Actocortina, Nycomed Pharma, Madrid, España). De cada uno de los tres fármacos,  
se utilizó una solución de stock a 10 mM. 
Las células leucémicas humanas (línea celular NALM-6 y KASUMI-1) se 
resuspendieron en medio RPMI sin suero fetal (FBS) y se depositaron en placas de 
24 pocillos  (24 Well Plate, BD). El volumen fue de 500µl, con 5 x 106 células totales. 
Células NALM-6 y KASUMI-1 fueron tratadas con MTX, ARA-C e 
HIDROCORTISONA en rangos de dosis desde 1µM hasta 1mM (0µM, 1µM, 10µM, 
100 µM, 1mM).  
La viabilidad fue determinada a las 24 h y 48 horas de tratamiento. Los datos 
fueron expresados en  porcentaje de células viables (7-AAD) analizados por CMF. 
La dosis de tratamiento  elegida para los siguientes ensayos de viabilidad fue de 
1 µM a las 48 horas y se trabajó con cinco condiciones en todos los ensayos. En la 
primera condición se añadió únicamente células tratadas a 1µM y en las demás 
condiciones, se añadió, además de las células tratadas, recombinante humano 
CXCL10/IP-10 en la segunda condición, en la tercera condición  anti-CXCL10, en la 
cuarta, recombinante humano CXCL10 + anti-CXCL10, y una quinta condición con  
un anticuerpo anti-CXCR3. Cada condición se realizó por triplicado. Se incubaron  
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las placas durante 48 horas a 37°C en 5% de CO2. Al final del periodo de incubación 
se procedió al análisis de la viabilidad de las células  por citometría de flujo. 
 
Análisis de la viabilidad de la muestra por CMF: 
Los criterios de análisis mediante CMF de las células  fueron los siguientes: 
Se analizó la viabilidad de las células, para lo que se utilizó marcaje con  7-AAD 
(7-amino actinomicina D, BD). Se trata de  un agente intercalante que penetra en la 
membrana de las células dañadas, por lo que su positividad implica que las células 
no son viables.  
 
 
7. Estudio del gen CXCL10 en  MO por Q-PCR 
Para el estudio del gen CXCL10 se seleccionaron muestras de MO en el 
momento del diagnóstico y de la recaída, y muestras de líneas celulares (NALM-6 y 
KASUMI-1) guardadas en Trizol (Invitrogen, NY, USA). Se eligieron 21 muestras 
de MO criopreservadas.  
 
7.1 Selección de pacientes y líneas: 
Se eligieron 21 pacientes de los que se contaba con MO criopreservada al 
diagnóstico o en el momento de la recaída. De los 21 pacientes, 17 corresponden al 
momento del diagnóstico y 4 pacientes, al momento de la recaída. En  5 pacientes, la 
amplificación del gen control se produjo en un ciclo superior al 25, siendo la calidad 
del RNA inadecuada para la cuantificación del gen problema. Se seleccionaron 
pacientes cuyos blastos expresaban CXCR3 a diferentes niveles. 
 
7.2 Selección de gen problema: 
Se cuantificó la expresión de CXCL10, con número de referencia de TaqMan 
Gene Expression Assays Hs 00171042_m1 (Applied Biosystems, CA, USA)) en los 
blastos de la MO y en líneas celulares (NALM-6 y KASUMI-1). 
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7.3 Cuantificación de la expresión de CXCL10  mediante QPCR 
Ya seleccionadas las muestras de MO, se procedió a la descongelación, 
mezclando las células con RPMI 1640 (Lonza) y FBS 1:1, se centrifugó 10 minutos a 
16000 rpm, se decantó el sobrenadante y se añadió 1 ml de Trizol.  
 
Extracción de ARN 
Se procedió a la extracción de ARN mediante el método de TRIZOL (fenol e 
isotiocianato de guanidina) y se procedió a la extracción según las instrucciones del 
fabricante. La concentración y ratio de ARN se determinó mediante un 
espectrofotómetro (Nanodrop ND-1000, Thermo Fisher Scientific, DE, USA). Las 
concentraciones variaron entre 3-20 ng/µl y el ratio obtenido A260/280 osciló entre 
1.5-2. 
 
RT-PCR y Q-PCR 
Posteriormente se procedió a la RT-PCR para la obtención de ADNc según 
instrucciones del fabricante. Obtenido el ADNc se realizó la QPCR. Se seleccionó 
tecnología Taqman. El análisis de datos se realizó mediante cuantificacion relativa, 
comparando el gen problema con respecto a un gen control. La Q-PCR se realizó 
utilizando cebadores (“primers”) y sonda descritas en TaqMan Gene Expression 
Assay (Applied Biosystems) con número de referencia correspondiente al gen 
estudiado. Todas las reacciones de PCR se realizaron por duplicado utilizando 
Taqman Gene Expresión Master Mix (Applied Biosystems) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. La amplificación, detección y análisis se realizó en un 
aparato 7500 Real Time PCR System utilizando el sofware v.2.0.3. 
La expresión del gen se normalizó utilizando genes control, en este caso el gen 
de β2microglobulina.El cálculo se basó en el valor de los Ct y se utilizó como método 
el incremento de Ct (∆Ct), así se determinó la expresión relativa en una muestra del 
gen problema respecto a un gen control. 
Una vez obtenido el valor del ∆Ct del gen de  cada paciente se multiplicó por 
10000 para la representación de los datos, denominado a este valor, unidades 
arbitrarias (U.A.) 
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8. Análisis estadístico 
 
Una vez finalizada la entrada de muestras al estudio y recibida de cada centro 
la información asociada a la misma, se procedió el análisis de los resultados globales 
del estudio. Los resultados se muestran como la media aritmética +/- el error 
estándar o la desviación estándar. 
La comparación de variables cuantitativas entre grupos se realizó con el test no 
paramétrico de Wilcoxon (Wilcoxon rank-sum test, también conocido como el test no 
paramétrico de Mann-Whitney). Un valor de p<0.05 fue considerado como evidencia 
de diferencias significativas. 
Utilizamos el programa informático STATA, versión 11.0 (StataCorp, 4905 Lakeway 
Drive, College Station, Texas, EEUU). 
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RESULTADOS 
 
ESTUDIO DEL PERFIL DE RECEPTORES Y QUEMOQUINAS EN MO Y 
LCR 
1 Características de los pacientes del estudio: 
Durante el periodo de 3 años se recibieron muestras de 122 pacientes 
diagnosticados de LLA infantil en 18 hospitales españoles. En todos los casos se 
obtuvo un consentimiento informado.  
 Se recibieron muestras de MO de 122 pacientes en el momento del diagnóstico 
También se recogieron sus correspondientes LCR al diagnóstico. Veintinueve 
pacientes se excluyeron del estudio por mala calidad en la muestra de MO o LCR, 
falta de muestra y/o falta de datos clínicos. Por lo tanto, finalmente se seleccionaron 
94 pacientes de los que se obtuvo muestra de MO al diagnóstico y/o recaída y los 
respectivos LCR. De ellos, 84 pacientes corresponden al momento del diagnóstico y 
10 pacientes al momento de la recaída. 
Las características de los 94 pacientes se representan en la  tabla 5, donde aparece 
una distribución por fenotipo de leucemia y por grupo de riesgo de todos los niños 
del estudio. El inmunofenotipo del diagnóstico se realizó en cada centro y se envió al 
hospital de referencia (HNJS). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 5. Inmunofenotipo y grupo de riesgo  de los 84 pacientes diagnosticados en el estudio. 
N (%) RA(%) RI(%) RB(%)
LLA-B Pro-B 8(9,5) 3(3,5) 5(5,9)
B común 49(58,3) 6(7,1) 10(11,9) 33(39,2)
Pre-B 15(17,8) 7(8,3) 2(2,3) 6(7,1)
LLA-T Pro-T 2(2,3) 1(1,1) 1(1,1)
Pre-T 7(8,3) 6(7,1) 1(1,1)
Intermedia 3(3,5) 3(3,5)
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La localización de la recaída de la muestra de  94 pacientes se representa en la 
tabla 2 donde aparece una distribución por número y porcentaje. 
 
 
 
 
Tabla 6. Número y porcentaje de la localización de las  recaídas de los 94 pacientes del estudio. 
 
2 Estudio del perfil de expresión de quemoquinas en muestras de MO 
al diagnóstico: 
En la MO al diagnóstico se estudiaron los receptores de quemoquinas expresados 
por los blastos de la leucemia mediante citometría de flujo multiparamétrica. Para 
ello se cuantificaron los niveles de expresión de 10 receptores CCR y 6 receptores 
CXCR  en los blastos leucémicos. La población leucémica se identificó con marcaje 
específico  anti-CD 45 versus complejidad  y posteriormente se calculó la intensidad 
de fluorescencia media (MFI) como el ratio entre el valor de MFI de cada receptor y 
el valor de MFI del isotipo, como se muestra en la siguiente figura. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11. Se identificó en un gráfico CD45 versus complejidad celular la población blástica y estudiar 
sobre ella la expresión de los receptores de quemoquinas. 
N %
RECAIDAS 15 15,9
Aislada medular 6 6,3
Aislada extramedular 3 3,1
Mixta 6 6,3
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Figura 12. Estrategia de cálculo de la intensidad de fluorescencia media (MFI), ratio  de cada receptor 
respecto al valor de MFI del isotipo. 
 
2.1 Cuantificación de receptores de quemoquinas en los blastos de muestras de 
MO de LLA según linaje: 
A continuación en la figura 13 se muestra el patrón de expresión de 
quemoquinas según el linaje de la leucemia estudiado por citometría de flujo. 
La MFI representa una cuantificación relativa de la expresión de cada receptor en los 
blastos leucémicos 
 
 
Figura 13. MFI relativa de receptores CCR y CXCR  en LLA según linaje. La MFI  se calculó como el 
ratio entre el valor de MFI  de cada receptor y el valor de MFI del isotipo. Se representó el promedio y 
la desviación estándar de las MFI cuantificadas en cada uno de los receptores. Ratio de MFI de 1 
significa un nivel de expresión igual que el control isotípico. 
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Se vio una gran variabilidad en la expresión de receptores de quemoquinas sin 
diferencias significativas según se analizasen pacientes con LLA de estirpe B o T. En 
los pacientes con LLA-T, el receptor que se expresó con mayor intensidad fue CCR4, 
con una MFI relativa de 4.29, seguido de CXCR4 con MFI de 5.10,  mientras que en 
los pacientes analizados con  LLA-B, el receptor que se expresó con mayor intensidad 
fue CXCR4 con MFI relativa de 4.92 seguido de CCR3 con MFI de 2.40, y CXCR3 con 
MFI de 2.3. También presentaron unos valores de MFI relativa similares, los 
receptores CCR4, CCR6, CCR7 y CCR8. 
 
2.2 Cuantificación de receptores de quemoquinas en los blastos de muestras de 
MO de LLA-T según riesgo: 
La clasificación de los pacientes al diagnóstico según el riesgo que presentan de 
recaída, es fundamental en la elección del tratamiento que van a recibir. 
A continuación en la figura 14 se muestra el patrón de expresión de quemoquinas 
según grupo de riesgo asignado a cada paciente en el  momento del diagnóstico. 
Dentro de las LLA de linaje T  hemos comparado la expresión de  los niveles  de 
CCRs y CXCRs entre leucemias de alto riesgo, y las leucemias de riesgo intermedio. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14. MFI relativa de receptores CCR y CXCR  en LLA-T  según grupo de riesgo. La MFI  se 
calculó como el ratio entre el valor de MFI de cada receptor y el valor de MFI del isotipo. Se representó 
el promedio y la desviación estándar de las MFI cuantificadas en cada uno de los receptores. 
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Dentro de las LLA-T de RA los receptores que se expresaron con mayor 
intensidad fueron CCR4 y CXCR4, no viéndose expresión alta del resto de receptores 
analizados. 
Dentro de las LLA-T de RI se vio un patrón muy variado de expresión de receptores 
sin que destacase significativamente la de alguno en particular.  
 
2.3 Cuantificación de receptores de quemoquinas en muestras de MO de LLA-T 
según estadio madurativo de los blastos: 
A continuación en la figura 15, se muestra el patrón de expresión de receptores 
de quemoquinas según estadio madurativo de los blastos en las LLA-T.  
  
 
Figura 15 .MFI relativa de receptores CCR y CXCR  en LLA-T  según subtipo. La MFI  se calculó como 
el ratio entre el valor de MFI de cada receptor y el valor de MFI del isotipo. Se representó el promedio 
y la desviación estándar de las MFI cuantificadas en cada uno de los receptores. 
 
El receptor CCR4 se expresó con mayor intensidad en las LLA-Pro-T y en las 
LLA-Pre-T, mientras el receptor CXCR4  se encontró más elevado en las LLA T 
Intermedia. La expresión de CXCR4 y CCR4 fue alta en todos los subtipos de LLA-T. 
La variabilidad en la expresión de quemoquinas  fue tan elevada que las diferencias 
apuntadas nunca fueron estadísticamente significativas. En resumen, la expresión fue 
variada sin ningún patrón asociado a riesgo, linaje o estadio madurativo. 
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2.4 Cuantificación de receptores de quemoquinas en muestras de MO de LLA-B 
según riesgo:  
Dentro de las LLA de linaje B  se comparó la expresión de  los niveles  de CCRs y 
CXCRs entre leucemias de alto riesgo, de riesgo intermedio y de riesgo bajo. A 
continuación en la figura 16 se muestra el patrón de expresión de receptores en las 
LLA-B según grupos de riesgo. 
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Figura 16.MFI relativa de receptores CCR y CXCR  en LLA-B  según grupo de riesgo. La MFI  se 
calculó como el ratio entre el valor de MFI de cada receptor y el valor de MFI del isotipo. Se representó 
el promedio y la desviación estándar de las MFI cuantificadas en cada uno de los receptores. 
 
Cuando se analizaron  solamente los pacientes con LLA-B, se encontró una 
diferente expresión de receptores de quemoquinas por los linfoblastos, según fuera el 
grupo de riesgo del paciente sin diferencias  significativas. En general se observó que 
la expresión de receptores fue menor en las LLA-B de RA. 
Dentro de las LLA-B de RA se expresaban con una mayor MFI relativa los 
receptores CXCR3 y CXCR4. En las LLA-B de RI los receptores con expresión más 
alta fueron CCR3, CCR4 y CXCR4. En las LLA-B de RB se expresaron numerosos 
receptores con  intensidades de fluorescencia elevadas, es el caso de CCR3, CCR7, 
CXCR3 y CXCR4. 
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2.5 Cuantificación de receptores de quemoquinas en  muestras de MO de LLA-B 
según estadio madurativo de los blastos  
A continuación en la figura 17 se muestra el patrón de expresión de receptores de 
quemoquinas según estadio madurativo de los blastos en las LLA-B. El nivel de 
expresión se calculó como MFI relativa. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17 .MFI relativa de receptores CCR y CXCR  en LLA-B  según subtipo. La MFI  se calculó como 
el ratio entre el valor de MFI de cada receptor y el valor de MFI del isotipo. Se representó el promedio 
y la desviación estándar de las MFI cuantificadas en cada uno de los receptores. 
 
 
El receptor CCR1 se expresó con mayor intensidad en las LLA Pro-B mientras el 
receptor CCR3 se encontró más elevado en las LLA Pro-B y B Común. 
Los receptores  CCR4,  CCR7  y CXCR1 se expresaron con mayor intensidad en 
las LLA B Común que en los otros dos subtipos. También se observó que la LLA B 
Común fue el subtipo con mayor expresión de receptores de quemoquinas. El 
receptor CXCR4 se expresó con mayor intensidad en las LLA Pre-B, aunque su 
expresión fue muy elevada en todos los subtipos de LLA-B. La variabilidad en la 
expresión de quemoquinas fue tan elevada que las diferencias apuntadas nunca 
fueron estadísticamente significativas. En resumen, la expresión fue variada sin 
ningún patrón asociado a riesgo, linaje o estadio madurativo. 
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3 Estudio del perfil de expresión y cuantificación de ligandos de 
quemoquinas en muestras de LCR al diagnóstico.   
En las muestras de LCR al diagnóstico se estudió la expresión de  los ligandos de 
quemoquinas mediante las técnicas Bioplex y Elisa convencional. Para ello se 
cuantificaron los niveles de 17 ligandos descritos anteriormente en el apartado de 
material y métodos.  
 
3.1 Cuantificación de ligandos de quemoquinas en las muestras de LCR de LLA 
según linaje: 
A continuación se muestran los resultados de cuantificación de quemoquinas en 
LCR según linaje. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18.  Concentración de ligandos en pg/ml según linaje de las LLA .Se representó el promedio y 
la desviación estándar de las concentraciones cuantificadas en cada uno de los ligandos de 
quemoquinas. 
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Se encontró una gran variabilidad en la expresión de los ligandos de 
quemoquinas encontrados en los sobrenadantes de los LCR de niños diagnosticados 
de LLA. La concentración de CXCL9 fue mayor en las LLA-T que en las LLA-B pero 
la diferencia no fue estadísticamente significativa (p=0.1697).  
 
3.2 Cuantificación de ligandos de quemoquinas en las muestras de LCR de LLA-T 
según riesgo: 
A continuación se muestran en la figura 19 los resultados de expresión de 
quemoquinas en LCR según el grupo de  riesgo en las LLA-T 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 19. Concentración de ligandos en pg/ml según riesgos en  las LLA-T. Se representó el 
promedio y la desviación estándar de las concentraciones cuantificadas en cada uno de los ligandos de 
quemoquinas. 
 
 
En las LLA-T de riesgo intermedio la concentración de CXCL9 y CXCL10  fue 
mayor que en las de riesgo alto pero la diferencia no fue estadísticamente 
significativa  (p=0.8658 para CXCL9) (p=0.39 para CXCL10).  
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3.3 Cuantificación de ligandos de quemoquinas en las muestras de LCR de LLA-T 
según estadio madurativo de los blastos: 
A continuación se muestran los resultados de la cuantificación de ligandos de 
quemoquinas en LCR según el estadio madurativo de los blastos en las LLA-T. 
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Figura 20.  Concentración de ligandos en pg/ml según estadio madurativo de los blastos en  las LLA-
T. Se representó el promedio y la desviación estándar de las concentraciones cuantificadas en cada 
uno de los ligandos de quemoquinas. 
 
Al analizar los resultados por subtipos de LLA-T, la variabilidad de los ligandos 
fue tan elevada que las diferencias encontradas no fueron estadísticamente 
significativas. En resumen, la expresión fue variada sin ningún patrón asociado a 
riesgo, linaje o estadio madurativo. 
 
3.4 Cuantificación de ligandos de quemoquinas en las muestras de LCR de LLA-B 
según riesgo: 
A continuación se muestran los resultados de la cuantificación de ligandos de 
quemoquinas en LCR según el grupo de riesgo en las LLA-B. 
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Figura 21. Concentración de ligandos en pg/ml según riesgos en  las LLA-B. Se representó el 
promedio y la desviación estándar de las concentraciones cuantificadas en cada uno de los ligandos de 
quemoquinas. 
 
Al analizar los resultados por riesgos las diferencias encontradas no fueron 
estadísticamente significativas. 
 
3.5 Cuantificación de ligandos de quemoquinas en las muestras de LCR de LLA-B 
según estadío madurativo de los blastos: 
A continuación se muestran los resultados de  la cuantificación de ligandos  de 
quemoquinas en LCR según el estadio madurativo de lo blastos en las LLA-B. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 22. Concentración de ligandos en pg/ml según riesgos en  las LLA-B. Se representó el 
promedio y la desviación estándar de las concentraciones cuantificadas en cada uno de los ligandos de 
quemoquinas. 
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Al analizar los resultados por subtipos de LLA-B la variabilidad de los ligandos 
fue tan elevada que las diferencias encontradas no fueron estadísticamente 
significativas. En resumen, la expresión fue variada sin ningún patrón asociado a 
riesgo, linaje o estadio madurativo. 
 
4. Perfil de expresión de receptores en infiltración. 
A continuación se hicieron estudios de asociación estadística para ver si había 
diferente perfil de receptores de quemoquinas según la infiltración del SNC. Se 
utilizó  el porcentaje de blastos analizado por CMF para distinguir infiltración de no 
infiltración. Se consideró infiltración del SNC cuando el porcentaje de blastos al 
diagnóstico fue mayor de 0.5%. No se encontró asociación estadísticamente 
significativa de ninguna variable (expresión de receptores y nivel de ligando) con la 
infiltración leucémica del SNC. Los resultados no fueron significativos para 
considerar el perfil de expresión de receptores o el de quemoquinas como un valor 
predictivo de infiltración leucémica del SNC. 
A continuación se estudió si existía alguna asociación entre las variables descritas 
(expresión de receptores y niveles de ligandos) y la recaída leucémica. 
 
5. Perfil de expresión de receptores y recaídas. 
 
5.1 Perfil de expresión de receptores y recaídas medulares y extramedulares 
De los 94 pacientes incluidos en el estudio, 15 pacientes recayeron en cualquier 
sitio (medular y/o extramedular), 8 pacientes  recayeron en SNC (sólo 3 pacientes 
tuvieron recaída aislada en el SNC), 12 pacientes recayeron en la MO( 7 pacientes 
tuvieron recaída medular únicamente). 
Una vez descritos los resultados de expresión de receptores en  la  MO y sus 
respectivos ligandos en el LCR, se estudió si estos valores se asociaban a recaída 
leucémica. Para ello se agruparon las muestras de los pacientes del estudio en dos 
grupos, los pacientes que recayeron (n=15) en cualquier localización frente a los 
pacientes del diagnóstico que no recayeron. 
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En la siguiente tabla se muestran los resultados de los receptores al estudiar 
todas las recaídas. Cálculo de p estadístico mediante el test de Wilcoxon. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 6.Expresión de receptores de quemoquinas de las  LLA  cuando se compararon las no recaídas 
con las recaídas totales expresado como la media + eem, mediana y p estadístico. 
 
 
Al estudiar todas las recaídas (medulares y extramedulares) se encontraron 
algunos receptores expresados a niveles significativamente mayores (p<0.05)  en el 
grupo de las recaídas (p<0.05). Es el caso de CCR1, CCR3, CCR5, CCR7, CCR8, 
CXCR1 y CXCR3. Las diferencias de expresión de CCR4 y de CCR6 no alcanzaron el 
nivel de significación del 5%. 
Considerando la diferente biología de la  LLA-T  y B  se estudió la expresión de 
los receptores por el linaje de la LLA. 
A continuación en la siguiente tabla se muestran los resultados de la expresión de 
receptores por el linaje de la  LLA  según recaída  o no recaída (n=15) 
NO RECAIDA  RECAIDA
MEAN+EEM      MEDIANA MEAN+EEM     MEDIANA p
CCR1 1,50+2,74 0,8 1,48+1,15 1,35 0,0421
CCR2 0,89+0,76 0,75 0,8+0,35 0,7
CCR3 2,66+2,90 1,5 8,31+18,26 3,4 0,0211
CCR4 3,13+4,24 1,65 4,02+3,92 2,55 0,0953
CCR5 1,43+2,17 0,8 2,51+1,44 1,96 0,0002
CCR6 2,26+1,94 1,8 2,87+1,62 2,6 0,0655
CCR7 2,44+2,40 1,6 3,47+2,72 3 0,0186
CCR8 2,06+1,22 1,61 3,67+1,77 3,4 0,0004
CCR9 1,45+0,68 1,36 1,58+0,26 1,69
CXCR1 2,22+0,19 1,67 2,73+1,38 2,9 0,0271
CXCR2 1,97+0,97 1,74 2,03+0,76 2,24
CXCR3 2,9+3,13 2,26 4,70+3,80 3,9 0,0307
CXCR4 6,37+9,56 2,9 3,06+2,83 2,2
CXCR5 0,93+1,48 0,69 0,85+0,23 0,8
CXCR6 0,73+0,44 0,65 0,94+0,51 0,88
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Tabla 7. Expresión de receptores de quemoquinas  según linaje de LLA  cuando se compararon las no 
recaídas con las recaídas totales expresado como la media + eem, mediana y p estadístico. 
 
 
 
En los pacientes con LLA-T se encontraron  diferencias significativas  (p<0.05) en 
la expresión de los receptores CCR3, CCR5, CCR6 CCR8 y CXCR3.  
A continuación se representan en diagramas de cajas los receptores expresados a 
niveles significativamente mayores en el grupo de las recaídas (p<0.05).  
LLA-T LLA-B
NO RECAIDA  RECAIDA NO RECAIDA  RECAIDA
MEAN+EEM      MEDIANA MEAN+EEM     MEDIANA p MEAN+EEM      MEDIANA MEAN+EEM     MEDIANA p
CCR1 1,05+1,07 0,6 1,22+0,59 1 1,58+2,94 0,81 1,58+1,33 1,36 0,085
CCR2 0,92+0,50 0,8 0,64+0,10 0,67 0,0765 0,89+0,80 0,73 0,86+0,40 0,75
CCR3 2,38+3,51 1,01 19,5+34,60 2,55 0,0475 2,72+2,84 1,71 3,84+2,16 4,27 0,0891
CCR4 6,70+9,43 1,26 3,92+2,40 3,08 2,60+2,47 1,66 4,06+4,50 2,3
CCR5 0,84+0,36 0,71 2,09+0,89 1,8 0,019 1,54+2,33 0,86 2,67+1,62 1,97 0,0036
CCR6 1,67+1,12 1,18 3,62+2,41 2,6 0,0477 2,38+2,03 1,93 2,54+1,17 2,6
CCR7 2,16+2,43 1,35 2,81+0,88 3,19 0,066 2,49+2,42 1,7 3,79+3,31 2,5 0,0819
CCR8 1,84+1,23 1,425 3,21+0,80 3,04 0,0475 2,09+1,24 1,68 3,87+2,07 3,9 0,0028
CCR9 1,66+0,69 1,63 1,60+0,25 1,69 1,41+0,68 1,33 1,58+0,28 1,66
CXCR1 2,06+1,29 1,73 3,07+2,22 2,85 34,07+255,23 1,66 2,56+0,88 2,9 0,0599
CXCR2 2,03+0,74 1,98 1,53+0,97 1,72 1,97+1,01 1,7 2,25+0,58 2,3 0,0767
CXCR3 2,03+1,90 1,14 7,48+5,82 5,77 0,0237 3,07+3,29 2,59 3,59+2,18 3,6
CXCR4 11,08+19,36 4,6 3,12+2,83 3,35 5,71+7,08 2,95 3,04+3,00 2,2
CXCR5 0,75+0,38 0,66 1,00+0,29 1,03 0,089 0,97+1,60 0,69 0,76+0,15 0,78
CXCR6 0,79+0,36 0,68 1,17+0,83 0,98 0,73+0,45 0,64 0,81+0,20 0,88
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Figura 23. Expresión de CCR3, CCR5, CCR6, CCR8 y CXCR3 en la LLA-T según recaída o no. Se 
representa la mediana de no recaída frente a la mediana de recaída de cada receptor. 
 
En los pacientes con LLA-B se encontraron  algunos receptores expresados a 
niveles significativamente mayores en el grupo de las recaídas (p<0.05). Fue el caso 
de los receptores  CCR5 y CCR8. A continuación se representan en diagramas de 
cajas los receptores  cuya expresión fue significativa (p<0.05)  al comparar no recaída 
frente a cualquier recaída 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 24. Expresión de CCR5 y CCR8 en la LLA-B según recaída o no. Se representa la mediana de no 
recaída  frente a mediana de recaída. 
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5.2 Perfil de expresión de receptores y recaídas medulares: 
En la siguiente tabla se muestran los resultados de los receptores cuando se 
compararon recaídas en MO (se excluyeron recaídas solo en el SNC) frente a no 
recaídas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 8. Expresión de receptores de quemoquinas en células de LLA  cuando se compararon las no 
recaídas con las recaídas en MO. Se  representan las medianas y p estadístico. 
 
A la vista de los resultados se encontraron  diferencias significativas (p<0.05) en 
la expresión de los receptores CCR5, CCR7 y CCR8. Considerando la diferente 
biología de la LLA-T y LLA-B se estudió la expresión de los receptores de 
quemoquinas según linaje, comparando recaídas en MO (se excluyeron recaídas solo 
en el SNC) frente a no recaídas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 9. Expresión de receptores de quemoquinas  según linaje de LLA  cuando se compararon las no 
recaídas con las recaídas en MO  expresado como la mediana y p estadístico. 
NO RECAIDA RECAIDA MO
     MEDIANA MEDIANA P
CCR1 0,8 1,3
CCR2 0,75 0,7
CCR3 1,5 2,4 0,0993
CCR4 1,65 2,4
CCR5 0,8 2,1 0,0015
CCR6 1,82 2,6
CCR7 1,6 3 0,0306
CCR8 1,61 3,28 0,0032
CCR9 1,36 1,7
CXCR1 1,67 2,7
CXCR2 1,74 2,24
CXCR3 2,26 3,7 0,092
CXCR4 2,96 2,2
CXCR5 0,69 0,83 0,0755
CXCR6 0,65 0,88 0,0974
LLA-T LLA-B
NO RECAIDA RECAIDA MO NO RECAIDA RECAIDA MO
     MEDIANA MEDIANA p MEDIANA MEDIANA p
CCR1 0,6 1,1 0,81 1,35
CCR2 0,8 0,7 0,73 0,75
CCR3 1,01 2,4 0,0905 1,71 3,25
CCR4 1,26 2,7 1,66 2,05
CCR5 0,715 1,5 0,028 0,86 2,56 0,0091
CCR6 1,18 2,9 0,063 1,93 2,52
CCR7 1,35 3,1 1,7 2,9 0,0677
CCR8 1,42 3,4 0,0626 1,68 3,17 0,027
CCR9 1,63 1,74 1,33 1,7
CXCR1 1,73 2 1,66 2,81
CXCR2 1,98 1,8 1,7 2,27
CXCR3 1,14 7,41 0,0425 2,59 3,6
CXCR4 4,6 1,2 2,95 2,4
CXCR5 0,66 1,16 0,042 0,69 0,78
CXCR6 0,68 1,3 0,64 0,88
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Dentro de las LLA-T se encontraron tres receptores con diferencias significativas 
en los niveles de expresión  CCR5, CXCR3  y CXCR5. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 25. Expresión de CCR5, CXCR5 y CXCR3 en la LLA-T según recaída o no en MO. Se representa 
la mediana de no recaída  frente a mediana de recaída  
 
 
Dentro de las LLA-B, cuando comparamos no recaídas con recaídas en MO, 
encontramos dos receptores, CCR5 y CCR8, con diferencias significativas en los 
niveles de expresión. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 26. Expresión de CCR5 y CCR8 en la LLA-B según recaída o no en MO. Se representa la 
mediana de no recaída frente a mediana de recaída . 
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5.3 Perfil de expresión de receptores y recaídas en SNC: 
A continuación se muestra en la siguiente tabla los resultados obtenidos cuando 
se analizó la relación entre receptores cuantificados en MO, ligandos cuantificados en 
LCR y recaída en el SNC (se excluyeron las recaídas en MO que no recayeron en el 
SNC). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 10. Expresión de receptores de quemoquinas y ligandos en las LLA cuando se compararon las 
no recaídas con las recaídas  en MO, expresado como la mediana y la p estadística (cálculo de p 
mediante el  test de Wilcoxon) (R: recaída; NO R: no recaída). 
 
 
A la vista de los resultados se encontraron diferencias significativas (p<0.05) en 
los niveles de expresión de los receptores CCR1, CCR3, CCR5, CCR7, CCR8 y 
CXCR3. La diferencia de expresión de CXCR5 no alcanzó el nivel de significación del 
5%.El único ligando encontrado con diferencias significativas fue CXCL10. 
Considerando la diferente biología de la LLA-T y B se estudió la expresión de los 
receptores y sus respectivos ligandos por el linaje de la LLA. A continuación en la 
NO RECAIDA RECAIDA SNC
     MEDIANA MEDIANA P
CCR1 0,8 1,3 0,0446
CCL5 5,2 9,39
CCR2 0,75 0,64
CCL7 0,11 0,36
CCR3 1,5 5,36 0,0022
CCL24 4,18 5,57
CCR4 1,65 3,47
CCL22 2,61 3,26
CCL17 7,39 7,94
CCR5 0,8 1,82 0,0023
CCL3 2,48 2,21
CCL4 7,76 8,7
CCR6 1,8 2,84
CCL20 1,66 0,89
CCR7 1,6 3,29 0,0175
MIP 3β 4,58 7,08
CCR8 1,61 4,25 0,0012
CCL1 212 255
CCR9 1,36 1,63
CCL25 4,7 3,05
CXCR1 1,67 3,55
CXCL8 9,63 17,26
CXCR2 1,74 2,07
CXCL1 7,47 0,01 0,085
CXCR3 2,26 4,58 0,02751
CXCL9 44,79 186,1
CXCL10 597,1 3917,92 0,0275
CXCR4 2,96 2,18
SDF1α 28,48 32,22
CXCR5 0,69 0,96 0,0564
CXCR6 0,65 0,77
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siguiente tabla se muestran los resultados de la expresión de receptores y  ligandos 
por el linaje de la LLA,  según recaída o no en el SNC. 
 
 
Tabla 11 Expresión de receptores de quemoquinas y ligandos según linaje de la LLA cuando se 
compararon las no recaídas con las recaídas en SNC expresado como la media + eem,  mediana y p 
estadístico. 
 
 
Dentro de las LLA-T se encontró expresión diferencial de los receptores CCR3, 
CCR5 y CCR7 pero sin aumento en la expresión de sus ligandos correspondientes.  
 
 
 
 
 
 
LLA-T LLA-B
NO RECAIDA  RECAIDA EN SNC NO RECAIDA  RECAIDA EN SNC
MEAN+EEM      MEDIANA MEAN+EEM     MEDIANA p MEAN+EEM      MEDIANA MEAN+EEM     MEDIANA p
CCR1 1,05+1,07 0,6 1,26+0,72 0,91 1,58+2,94 0,81 2,21+1,94 1,31 0,0608
CCL5 33,62+99,88 5,01 13,82+8,13 12,09 5,77+4,86 5,23 18,63+32,24 0,03
CCR2 0,92+0,50 0,8 0,69+0,045 0,7 0,0765 0,89+0,80 0,73 0,90+0,66 0,61
CCL7 5,10+10,17 2 0,50+0,28 0,5 1,19+2,29 0,11 0,01 0,01
CCR3 2,38+3,51 1,01 25,5+39,75 2,7 0,0422 2,72+2,84 1,71 5,78+1,22 5,8 0,0127
CCL24 4,89+4,68 3,78 14,6+10,4 13,2 0,0704 4,71+5,50 4,18 2,09+3,61 0,01
CCR4 6,70+9,43 1,26 4,53+2,54 3,47 2,60+2,47 1,66 5,65+6,68 3,29
CCL22 2,34+2,23 1,95 3,18+0,25 3,04 3,64+4,05 2,7 8,26 8,26
CCL17 7,04+2,68 7,11 8,87+1,69 8,5 7,63+5,45 7,39 5,17 5,17
CCR5 0,84+0,36 0,715 2,29+0,97 2,1 0,018 1,54+2,33 0,86 2,7+2,07 1,75 0,032
CCL3 2,43+1,65 2,29 5,02+2,34 5,39 0,0833 13,27+83,92 2,63 0,64+1,09 0,02 0,0836
CCL4 8,82+4,63 8,63 12,26+4,13 10,63 8,45+8,66 7,76 2,94+4,57 0,4
CCR6 1,67+1,12 1,18 3,87+2,89 2,3 0,063 2,38+2,03 1,93 2,78+1,85 3,39
CCL20 3,84+6,30 1,5 1,35 1,35 3,69+4,85 1,66 0,43 0,43
CCR7 2,16+2,43 1,35 3,25+0,13 3,29 0,0425 2,49+2,42 1,7 6,67+6,8 6,67
MIP 3β 7,03+9,96 3,75 6,80+4,11 8,75 8,51+10,6 5 5,41 5,41
CCR8 1,84+1,23 1,42 3,45+0,79 3,4 0,0626 2,09+1,24 1,68 5,78+2,59 4,34 0,0089
CCL1 210+33,68 205 255 255 236+67,28 219 255 255
CCR9 1,66+0,69 1,63 1,60+0,25 1,69 1,41+0,68 1,33 1,48+0,20 1,48
CCL25 4,00+1,77 4,17 2,93 2,93 3,91+0,97 4,17 3,18 3,18
CXCR1 2,06+1,29 1,73 3,43+2,57 3,7 34,07+255,23 1,66 2,15+1,97 2,15
CXCL8 16,65+15,76 11,5 28,13+14,25 23,44 12,0+12,08 9,14 5,97+10,15 0,2
CXCR2 2,03+0,74 1,98 1,44+1,17 1,65 1,97+1,01 1,7 2,42+0,76 2,55
CXCL1 30,01+42,52 22,6 0,98+1,68 0,01 15,59+24,52 7,47 0,01 0,01
CXCR3 2,03+1,90 1,14 9,08+5,96 7,41 0,018 3,076+3,29 2,59 4,23+3,17 3,88
CXCL9 4976,19+15937 61,96 245,97+194,03 350,1 184,23+453,42 42,08 16,39 16,39
CXCL10 2136,12+4784,8 686,4 7599,94+4312,5 7603 0,0433 2386,92+10165,41 556,2 1820,17+2370,22 625
CXCR4 11,08+19,36 4,6 3,76+3,1 5,5 5,71+7,08 2,95 1,95+0,57 1,77
SDF1α 126,69+227,98 59,33 40,55+25,88 53,72 49,56+59,25 24,42 9,05 9,05
CXCR5 0,75+0,38 0,66 0,9+0,26 0,9 0,089 0,97+1,60 0,69 1,02 1,02
CXCR6 0,79+0,36 0,68 1,13+1,02 0,67 0,73+0,45 0,64 0,88 0,88
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Figura 27. Expresión de CCR3, CCR5 y CCR7 en la LLA-T según recaída en el SNC o no. Se representa 
la mediana de no recaída frente a mediana de recaída. 
 
 
Dentro de las LLA-T se encontró expresión significativa del receptor CXCR3 y su 
ligando CXCL10 cuando  se enfrentaron  pacientes que no recaen con pacientes que 
recaen en SNC.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 28. Expresión de CXCR3 y CXCL10 en la LLA-T según recaída en el SNC o no. Se representa la 
mediana de no recaída frente a mediana de recaída. 
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 Dentro de las LLA-B se encontraron tres receptores expresados de forma 
significativamente diferente en los casos de recaída: CCR3, CCR5 y CCR8. No se 
encontró expresión significativamente distinta en los respectivos ligandos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 29. Expresión de CCR3, CCR5 y CCR8 en la LLA-B según recaída en el SNC o no. Se representa 
la mediana de no recaída  frente a mediana de recaída. 
 
 
A continuación en la siguiente tabla se muestran los resultados de la expresión 
de receptores  según linaje al comparar recaídas en el SNC con recaídas en MO. 
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Tabla 12. Expresión de receptores de quemoquinas según linaje de la LLA cuando se compararon las  
recaídas  en SNC con MO. Se expresó el valor de p (test de Wilcoxon). 
 
A la vista de los resultados, el receptor CCR5 se expresaba a niveles 
significativamente más elevados en las recaídas, independientemente del fenotipo de 
la LLA y lugar de la recaída. En el caso de CCR8, las diferencias fueron casi 
significativas, independientemente del fenotipo de la LLA y lugar de la recaída. En 
los casos de los receptores CCR3, CCR6, CCR7, CXCR3 y CXCR5, las diferencias 
encontradas fueron significativas o casi significativas, pero dependientes bien del 
lugar de la recaída, o bien del tipo de LLA. 
 
5.4 Perfil de expresión de receptores de quemoquinas al diagnóstico y  recaída. 
A continuación se muestran los resultados de los tres pacientes del estudio en los 
que se estudiaron los receptores de quemoquinas al diagnóstico y en la recaída. Se 
realizó una comparación intrapaciente que se muestra en la siguiente figura. 
LLA-T LLA-B
RECAÍDA MO  RECAÍDA SNC RECAÍDA MO  RECAÍDA SNC
p p p p
CCR1 0,0608
CCR2 0,0765
CCR3 0,0905 0,0422 0,0127
CCR4
CCR5 0,028 0,018 0,0091 0,032
CCR6 0,063 0,063
CCR7 0,0425 0,0677
CCR8 0,0626 0,0626 0,027 0,0089
CCR9
CXCR1
CXCR2
CXCR3 0,0425 0,018
CXCR4
CXCR5 0,042 0,089
CXCR6
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Figura 30. MFI de receptores CCR y CXCR expresada como el ratio entre el valor de MFI del 
diagnóstico y el valor de MFI de la recaída. 
 
En estos tres pacientes se comprobó que la muestra de la recaída expresaba 
mayores niveles de receptores de quemoquinas (ratio mayor de 1) para la mayoría de 
los receptores. 
En el único paciente con LLA-T en el que se pudo estudiar el LCR tanto al 
diagnóstico como en la recaída se encontraron diferencias que se muestran en la 
siguiente figura. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 31. Concentración del ligando CXCL10 expresado en pg/ml en el momento del diagnóstico y 
de la recaída 
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Hasta aquí  se  estudiaron los factores univariantes (receptores y ligandos) que se 
podían asociar a la recaída. También se estudiaron modelos de regresión logística 
para ver cuáles de estas variables podían tener un mayor efecto para clasificar a los 
individuos. Debido al pequeño tamaño del grupo de recaídas no se encontró un 
modelo multivariante que presentase un ajuste significativo. 
 
PAPEL DEL EJE CXCR3/CXCL10 EN LA RECAIDA EN LA LLA 
 
1 El eje CXCR3/CXCL10  en la recaída  
Estos resultados de asociación clínica-analítica sugieren que el eje 
CXCR3/CXCL10 puede estar implicado en la RECAIDA leucémica del SNC en niños 
con LLA-T. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 32. La LLA-T se origina en el timo y para recaer en el SNC tienen que migrar los blastos 
leucémicos a ese lugar. 
CXCR3 CXCL10 
LLA
-
T
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Según nuestra hipótesis, el eje CXCR3/CXCL10 puede tener un papel en la 
quemotaxis, en la resistencia a la quimioterapia o en ambos procesos. Para evaluar 
ambas posibilidades se estudiaron las implicaciones del eje CXCR3/CXCL10 como 
factor de quemotaxis, y como factor de supervivencia (resistencia a fármacos 
antileucémicos). Para ello se hicieron ensayos de quemotaxis y de viabilidad in vitro. 
Se utilizaron tanto muestras primarias como líneas celulares que expresaron 
diferentes niveles de CXCR3. 
 
1.1 Papel del eje CXCR3/CXCL10  en la quemotaxis: 
A continuación se realizaron ensayos in vitro de quemotaxis con  líneas celulares. 
Primero se hicieron experimentos de quemotaxis dosis/respuesta con la proteína 
recombiante CXCL10 para elegir la dosis, como se muestra en la siguiente figura. Se 
utilizó la línea NALM-6 (por presentar expresión de CXCR3) para elegir la dosis del 
ligando.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 33. Ensayo quemotaxis dosis/respuesta con NALM-6 y CXCL10 a distintas concentraciones. 
 
A la vista de los resultados para los siguientes experimentos se utilizó CXCL10 a 
100 ng/ul. A continuación se muestran los resultados de los ensayos de quemotaxis 
con las líneas celulares NALM-6 y KASUMI-1, en las diferentes condiciones 
estudiadas descritas anteriormente en el apartado de material y métodos. Las células 
que habían realizado quemotaxis fueron contadas para su análisis por CMF. 
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Figura 34. Células NALM-6 y KASUMI-1 recuperadas por pocillo que migraron activamente. Análisis 
realizado por CMF y  expresado en U.A. (Unidades Arbitrarias). 
 
La quemotaxis inducida por CXCL10 en NALM-6 fue 4 veces mayor que en el 
control y la quemotaxis inducida por CXCL10 en KASUMI-1 fue ligeramente 
superior que en la situación control. 
La línea tumoral NALM-6 presentó una quemotaxis mayor que la línea 
KASUMI-1. En ambos casos la quemotaxis fue inducida por el ligando CXCL10 e 
inhibida por el anti-CXCL10. En ambos casos las diferencias fueron significativas 
como se muestra en la siguiente tabla (test de Wilcoxon): 
 
 
 
 
 
Tabla 13. Cálculo de p estadístico mediante el test de Wilcoxon.  
NALM-6 KASUMI
CXCL10 CXCL10
Basal p=0,0039 p=0,0369
anti-human CXCL10 p=0,0039 p=0,0369
anti-CXCR3 p=0,0039 p=0,0369
1
2
3
4
5
6
7
Basal CXCL10 anti-human
CXCL10
CXCL10 +
anti-CXCL10
anti-CXCR3 anti-CXCR3+
CXCL10
U.
A
.
NALM-6 KASUMI
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A continuación se realizaron ensayos in vitro de quemotaxis con muestras 
primarias. Se analizaron las muestras primarias de MO, criopreservadas al 
diagnóstico. Se seleccionaron 5 pacientes con alta expresión de CXCR3 por los blastos 
leucémicos. En la siguiente tabla se muestra la MFI relativa del receptor CXCR3, 
expresada por los blastos  al diagnóstico estudiado por CMF. 
 
 
 
Tabla 14. Pacientes con alta expresión de CXCR3 al diagnóstico. 
 
También se seleccionaron las muestras primarias de MO criopreservadas al 
diagnóstico de 3 pacientes con baja expresión de CXCR3. En la siguiente tabla se 
muestran los valores de  MFI relativa del receptor. 
 
 
 
Tabla 15. Pacientes con baja expresión de CXCR3 al diagnóstico 
 
 A continuación se muestran los resultados de quemotaxis de las muestras 
primarias,  expresados en unidades arbitrarias. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 35. Quemotaxis de células blásticas de MO. Análisis realizado por CMF y  expresado en U.A. 
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Los pacientes con expresión de CXCR3 elevada por sus células leucémicas, 
presentaron una quemotaxis mayor que los pacientes con baja expresión de CXCR3. 
En ambos casos la quemotaxis fue inducida  por el ligando CXCL10 e inhibida por el 
anti-CXCL10, y en ambos casos la diferencia con el control fue significativo, como se 
muestra en la siguiente tabla (test de Wilcoxon). Se observó que los pacientes con 
expresión de CXCR3 elevada, presentaron 3.5  veces más quemotaxis en presencia de 
CXCL10 que en la situación control y que en la condición de inhibición del ligando y 
del receptor. 
 
 
 
 
 
Tabla 16. Cálculo de p estadístico mediante el test de Wilcoxon.  
 
1.2. Papel del eje CXCR3/CXCL10 en la resistencia a fármacos antileucémicos: 
A continuación se estudió si el eje CXCR3/CXCL10 podía ser un factor de 
resistencia a la quimioterapia. Para ello se hicieron ensayos de viabilidad con  
fármacos antileucémicos, utilizados en el tratamiento de la LLA infantil.  Se 
realizaron ensayos in vitro de viabilidad con  líneas celulares. 
Primero se hicieron experimentos de viabilidad con la línea NALM-6  para elegir la 
concentración de quimioterápico (figuras 36 a 38). La viabilidad se analizó por CMF 
como se muestra en las figuras 39 y 40. 
A continuación se muestran los resultados obtenidos tras 24 y 48 horas de cultivo 
de las células NALM-6 con citarabina, MTX e Hidrocortisona a distintas 
concentraciones (0, 1, 10 ,100 y 1000 µM). Las células recuperadas fueron marcadas 
para su análisis con 7AAD para determinar su viabilidad expresada en porcentaje. 
pacientes CXCR3 alto pacientes CXCR3 bajo
CXCL10 (p) CXCL10 (p)
Basal 0,0001 0,0476
anti-CXCL10 0,0001 0,0452
CXCL10 + anti-CXCL10 0,1324 0,1917
anti-CXCR3 0,0002 0,0444
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Figura 36. Viabilidad a las 24 y 48 horas de células NALM-6 en presencia de Citarabina a distintas 
concentraciones. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 37. Viabilidad a las 24 y 48 horas de células NALM-6 en presencia de MTX a distintas 
concentraciones. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 38. Viabilidad a las 24 y 48 horas de células NALM-6 en presencia de Hidrocortisona.a distintas 
concentraciones. 
 
La concentración elegida de Ara-C y MTX para los siguientes ensayos de 
viabilidad fue de 1µM. No se hicieron ensayos con hidrocortisona por la variabilidad 
detectada. 
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ENSAYO DE VIABILIDAD DE NALM-6 CON CITARABINA. 
A continuación se muestran los resultados del ensayo de viabilidad de NALM-6 
a las 48 horas de tratamiento con citarabina a 1 micromolar con CXCL10, con anti-
CXCL10, con anti-CXCR3, y cultivos control sin tratamiento con citarabina. Tras el 
cultivo las células recuperadas fueron marcadas para su análisis por CMF con 7AAD. 
 
Figura 39. Viabilidad de células NALM-6 tratadas con citarabina. 
 
 
Figura 40. Viabilidad de células NALM-6 tratadas con citarabina y con CXCL10. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 41. Viabilidad de las  células NALM-6 con Ara-C a 1 µM expresado como media + error 
estándar de la media (eem). 
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Con la presencia de  CXCL10  se incrementó el número de células vivas. Por 
tanto los resultados mostraron que la apoptosis inducida por Ara-C, fue corregida 
casi totalmente con la adicción de CXCL10. Los resultados fueron analizados por el 
test de Wilcoxon y se muestran en la siguiente tabla.  
 
 
  
 
 
 
Tabla 17.Cálculo de p estadístico mediante el test de Wilcoxon  
 
ENSAYO DE VIABILIDAD NALM-6 CON MTX 
A continuación se muestran los resultados del ensayo de viabilidad a las 48 horas 
con MTX a 1 micromolar,  con CXCL10, con anti-CXCL10, con anti-CXCR3, y cultivos 
control sin tratamiento con MTX. Tras el cultivo, las células recuperadas fueron 
marcadas para su análisis por CMF con 7AAD. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 42. Viabilidad de las  células NALM-6 con MTX a 1 µM expresado como media +eem 
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Con la presencia de CXCL10 se incrementó  el número de células vivas. Por tanto 
los resultados mostraron que la apoptosis inducida por MTX fue parcialmente 
corregida con la adicción de CXCL10. Los resultados fueron analizados por el test de 
Wilcoxon y se muestran en la siguiente tabla.  
 
 
 
 
Tabla 18. Cálculo de p estadístico mediante el test de Wilcoxon  
 
A continuación se muestran los ensayos de viabilidad de la línea celular 
KASUMI-1. Los ensayos fueron realizados a las 24 y 48 horas de cultivo de las células 
KASUMI-1 con citarabina, MTX e Hidrocortisona a distintas concentraciones (0, 1, 10 
,100 y 1000 µM). Las células recuperadas fueron marcadas para su análisis con 7AAD 
para determinar su viabilidad expresada en porcentaje. Se hicieron experimentos de 
viabilidad con la línea KASUMI-1 para elegir la concentración de quimioterápico. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 43. Viabilidad a las 24 y 48 horas de KASUMI-1 en presencia de Ara-C a distintas 
concentraciones. 
 
 
 
 MTX+CXCL10
sin MTX p=0,0463
MTX p=0,0463
MTX+anti-CXCL10 p=0,0772
MTX+CXCL10+anti-CXCL10 p=0,2683
MTX+anti-CXCR3 p=0,0463
CITARABINA
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100
24H 48H
%
 
Vi
ab
ili
da
d-
K
A
SU
M
I
0 uM 1 uM 10 uM 100 uM 1000 uM
 79
 
 
 
 
 
 
 
Figura 44. Viabilidad a las 24 y 48 horas de KASUMI-1 en presencia de MTX a distintas 
concentraciones. 
 
La concentración elegida de Ara-C  para los siguientes ensayos de viabilidad fue 
de 1µM. 
 
ENSAYO DE VIABILIDAD DE KASUMI CON CITARABINA. 
A continuación se muestran los resultados del ensayo de viabilidad de KASUMI-
1 a las 48 horas de tratamiento con citarabina a 1 micromolar  con CXCL10, con anti-
CXCL10, con anti-CXCR3, y cultivos control sin tratamiento con citarabina. Tras el 
cultivo las células recuperadas fueron marcadas para su análisis por CMF con 7AAD. 
 
Figura 45. Viabilidad a las 48 horas de las  células KASUMI-1 tratadas con citarabina a 1 µM expresado 
como media + eem. 
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Con la presencia de  CXCL10 no se incrementó de manera significtiva el número 
de células KASUMI-1 vivas. Por tanto los resultados mostraron que la apoptosis 
inducida por Ara-C no fue corregida  con la adicción de CXCL10 en esta línea celular. 
 
2 Estudio de expresión de CXCL10 en muestras de LLA. 
Selección de pacientes: Se incluyeron 17 pacientes en el momento del diagnóstico, 
y 4 pacientes en el momento de la recaída. Se estudiaron los niveles de CXCL10 en 
muestras de MO mediante Q-PCR. Visto el papel que tenía CXCR3 en la viabilidad, 
se quiso estudiar si la leucemia producía de forma autocrina este factor de viabilidad. 
A continuación se muestran los resultados  de los niveles de expresión del gen 
CXCL10,  mediante la técnica de Q-PCR. Se  calculó  el ∆Ct como el Ct del gen target 
(CXCL10) - Ct  ec (control endógeno). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 19. Niveles de expresión de CXCL10 expresado en U.A comparado con los niveles de CXCR3 en 
MO  y de CXCL10 en LCR. 
SITUACION U.A.   CXCL10 (Q-PCR)  MFI CXCR3 CXCL10 (pg/ml)
NALM-6 no se detecta 5
KASUMI no se detecta 1,9
PACIENTE 1 RECAIDA 10,81 7,41 3285,0
PACIENTE 2 RECAIDA 19,12 0,8 292,0
PACIENTE 3 DIAGNOSTICO no se detecta 2,9 6,5
PACIENTE 4 DIAGNOSTICO no se detecta 1,03 765,0
PACIENTE 5 DIAGNOSTICO no se detecta 0,86 292,0
PACIENTE 6 DIAGNOSTICO no se detecta
PACIENTE 7 DIAGNOSTICO no se detecta 0,84 919,0
PACIENTE 8 DIAGNOSTICO no se detecta 3,16 268,0
PACIENTE 9 DIAGNOSTICO no se detecta 2,59 873,0
PACIENTE 10 DIAGNOSTICO no se detecta
PACIENTE 11 DIAGNOSTICO 20,3 3,32 2426,0
PACIENTE 12 DIAGNOSTICO 10,55 0,83 1022,0
PACIENTE 13 DIAGNOSTICO no se detecta 6,53 64,0
PACIENTE 14 DIAGNOSTICO no se detecta 3,35 3295,0
PACIENTE 15 DIAGNOSTICO no se detecta 1,7 230,0
PACIENTE 16 DIAGNOSTICO 13
PACIENTE 17 DIAGNOSTICO Ct endogeno>25
PACIENTE 18 DIAGNOSTICO Ct endogeno>25 0,97
PACIENTE 19 DIAGNOSTICO Ct endogeno>25 0,98 69,0
PACIENTE 20 RECAIDA Ct endogeno>25 4,13 7603,0
PACIENTE 21 RECAIDA Ct endogeno>25 8,38
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Se observó que los niveles de CXCL10 fueron detectables únicamente en 3 
pacientes estudiados en el momento del diagnóstico, y en 2 pacientes estudiados  en 
la recaída. En 11 pacientes al diagnóstico no se detectó RNAm de CXCL10,  y en 5 
pacientes (3 diagnósticos y 2 recaídas) no fue posible obtener un resultado fiable 
debido a la mala calidad del RNA y se obtuvo un Ct del gen endógeno no válido 
para esta técnica. 
La mayoría de las muestras de pacientes y líneas no expresaron CXCL10 y de 
aquellos pacientes en los que se detectó RNAm de CXCL10 no se evidenciaron 
niveles más altos de la proteína en el LCR. 
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DISCUSIÓN 
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DISCUSIÓN 
 
1. Quemoquinas y SNC 
El tratamiento de la LLA, quimioterapia sistémica y terapia dirigida al SNC 
(TTI), ha mejorado el pronóstico de estos pacientes de manera muy importante en los 
últimos años. Las recaídas continúan siendo el reto más importante para conseguir la 
curación total. Descubrir los factores celulares y moleculares que confieran 
resistencia al tratamiento, permitirá administrar nuevas terapias a este grupo de 
pacientes.  
Uno de los factores que se han asociado clásicamente a las recaídas leucémicas 
es la localización anatómica de dichas recaídas, de manera predominante en testículo 
y en el sistema nervioso central, lo que justificó la consideración de dichos órganos 
como santuarios. Intuitivamente, santuario apunta a la seclusión de los blastos 
dentro de estos órganos respecto del ambiente exterior, en este caso, de la 
quimioterapia sistémica. Testículo y SNC representarían pues una barrera para la 
llegada de niveles adecuados de fármacos antileucémicos, por lo que los blastos 
capaces de recluirse en estos santuarios, se encontrarían menos expuestos a la 
quimioterapia, y por tanto, mejor capacitados para recaer. En este sentido, es muy 
importante caracterizar qué moléculas están implicadas en la colonización leucémica 
de estos santuarios, puesto que podrían convertirse en dianas terapéuticas específicas 
de leucemias con alta capacidad para recaer.  
Existe además otra característica de cualquier santuario que tiene importancia 
en el tema de la recaída leucémica, y es la posibilidad que los órganos santuarios 
aporten factores que aumenten la capacidad de los blastos a resistir la agresión de la 
quimioterapia. En este caso, los blastos capaces de recluirse en estos santuarios, se 
encontrarían expuestos a un ambiente que les protegería frente al tratamiento 
antileucémico, y por tanto, les ayudaría a resistir la quimioterapia. En este sentido, es 
muy importante identificar qué moléculas están implicadas en esta protección que 
conferiría el ambiente de estos santuarios, puesto que también podrían convertirse en 
dianas terapéuticas específicas para el tratamiento de leucemias con alta capacidad 
para recaer. Por tanto, cuando se habla de santuario leucémico, estas dos opciones 
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pueden estar presentes: bien indirectamente (aislando del exterior), bien 
directamente (aportando protección), el santuario permite la supervivencia de los 
blastos leucémicos en su interior. Ambas opciones no son excluyentes, y es de 
esperar que en cada caso individual pueda tener importancia variable cada una de 
ellas. 
El SNC cuenta con una barrera, la BHE,  estructura histológica y funcional que 
protege al Sistema Nervioso Central, constituida por células endoteliales 
especializadas que recubren el sistema vascular cerebral y tiene una importancia 
capital en el mantenimiento de la homeostasis de las neuronas y las células gliales, y 
en el bloqueo del acceso de sustancias tóxicas endógenas o exógenas (Hawkins BT y 
col., 2005). El paso a través de ella exige que las células que lo hacen, presenten en su 
membrana una serie de moléculas de adhesión específicas, capaces de responder a 
los ligandos que se producen en las áreas de entrada. Una vez traspasada la BHE, 
para poder progresar por el parénquima del SNC, se necesitan otras moléculas 
distintas a las primeras. Los procesos de llegada, paso de la BHE y progresión en el 
parénquima, requieren pues un conjunto de moléculas diferentes, con un papel 
distinto según la localización (Wilson EH y col., 2010).  
La LLA es una enfermedad que no se origina en el SNC, por lo que su presencia 
en el LCR indica una migración de las células blásticas desde la MO en las LLA-B o 
desde el timo en las LLA-T, al espacio subaracnoideo y al parénquima cerebral y/o 
medular. En este trabajo hemos estudiado algunas moléculas que pueden estar 
implicadas en la colonización del SNC por parte de los blastos leucémicos. No existe 
mucha información previa a este respecto, por lo que hemos asumido que las células 
leucémicas pueden emplear la maquinaria molecular utilizada por los leucocitos 
cuando asientan en este órgano. Dentro del conjunto de moléculas de adhesión 
leucocitarias, las quemoquinas representan unos candidatos importantes en la 
colonización del SNC, y además han sido implicadas en el proceso de metástasis a los 
órganos diana en algunos tumores.  
Las quemoquinas son citoquinas proiinflamatorias con capacidad 
quimioatrayente que participan en la modulación del tráfico leucocitario, regulando 
el trasvase de leucocitos hacia órganos y tejidos, proceso  en el que participan otras 
muchas proteínas como selectinas, integrinas, moléculas de adhesión y citoquinas. 
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Constituyen una familia de más de 40 proteínas de pequeño tamaño, de bajo peso 
molecular (8-14 KDa) que se unen a receptores que señalizan vía proteína G (Zlonik 
A, Yoshie O, 2000). 
 Las quemoquinas provienen de varias fuentes celulares y más allá de su papel 
en el reclutamiento y activación de los leucocitos, su estudio ha despertado gran 
interés, debido a la selectividad que tienen para activar y dirigir el tráfico de distintas 
subpoblaciones de leucocitos a los sitios de inflamación por atracción y activación de 
las integrinas que se unen a sus receptores en las células endoteliales (Ebnet and 
Vestwebwe, 1999). También inducen el tráfico de células dendríticas, los linfocitos 
Th1, Th2 y B en el tejido linfoide secundario, lo cual contribuye a la ubicación celular 
en diferentes localizaciones anatómicas (Cyster JG y col., 1999). Once receptores de 
quemoquinas  CC (CCR1-CCR11)  y  seis receptores CXC han sido identificados en el 
hombre (Mackay, 2001) y existe expresión de los receptores de quemoquinas en los 
distintos tipos celulares.  
La expresión de los distintos receptores de quemoquinas por parte de los 
linfocitos T y B durante sus estadíos de maduración es un tema parcialmente 
conocido. Los blastos leucémicos pueden expresar los receptores correspondientes a 
los estadíos madurativos en los que se encuentra la LLA, o bien podría suceder una 
expresión aberrante, secundaria a alteraciones genéticas intrínsecas de la 
enfermedad. Paul E. Love y colaboradores en 2011, describen los distintos estadíos 
del desarrollo del timocito y como distintas quemoquinas regulan su migración al 
timo. La célula T originaria de la MO, derivada de los progenitores hematopoyéticos 
debe migrar a los distintos compartimentos anatómicos del timo para completar su 
maduración, y para ello necesita de receptores de quemoquinas como CCR9 y CCR7 
(Zlotoff DA. Y col., 2010; Krueger A. y col., 2010; Schwarz BA. Y col., 2007). Ya dentro 
del timo los progenitores tempranos de la célula T también expresan CXCR4 
(Hérnandez-López y col., 2002). Los ligandos de CCR7 (CCL19 y CCL20)  y de CCR9 
(CCL25) se expresan también en el timo, los primeros en la médula y el segundo en 
las células del estroma. Dentro de los linfocitos T postímicos, el receptor CXCR3 es 
expresado en linfocitos T activados con fenotipo Th1, como describió Luster AD en 
1998. En el caso del linfocito B, su localización hacia órganos linfoides o hacia la MO 
se ha asociado en parte a la diferente expresión de receptores de quemoquinas en los 
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distintos estadíos de maduración de la célula B (Bowman, E. P. y colaboradores en 
2000). El receptor CXCR4 también está relacionado con el precursor de la  célula B 
(Burger, J.A. y col., 2002). Un estudio de Wong S y colaboradores en 2004 describió 
que los linfocitos B de donantes sanos (n=20), eran positivos para los receptores 
CXCR4, CXCR5 y CCR6,  negativos para CCR5 y con expresión variable para CCR7 y 
CXCR3. 
 
2. Receptores de quemoquinas y ligandos en LLA al diagnóstico 
Tras analizar los blastos de la MO de 84 pacientes diagnosticados de LLA 
nuestros resultados  mostraron que la expresión de receptores de quemoquinas fue 
muy variada. En nuestro estudio aquellos niños con LLA de linaje T presentaron una 
mayor expresión de CXCR4 y CCR4. Como ya hemos comentado, está descrito la 
expresión de CXCR4, CCR7, CCR9 y CCR4 en el desarrollo y maduración del 
linfocito T dentro de los distintos compartimentos del timo (Bunting MD y col., 2011). 
CXCR4 está implicado en el asentamiento de las células madre hematopoyéticas en la 
MO (Liles W.C. y col., 2003). Es posible que la expresión de CXCR4 por los blastos de 
LLA-T tenga un papel en la infiltración de la MO por estas células.  
En nuestros resultados, el resto de receptores analizados presentaron una ratio 
de MFI cercana a 1, siendo 1 un nivel de expresión igual que el control isotípico, lo 
que significa una expresión inexistente o muy baja de los receptores. La importancia 
funcional de estos receptores con índice de 1 es posiblemente poco significativa. En 
los blastos de LLA-B analizados en nuestro estudio, los receptores CXCR4, seguido 
de CCR3 y CXCR3, se expresaron con mayor intensidad, mientras que el resto de 
receptores presentaron  una MFI con niveles no muy superiores a 1.  
Nuestros resultados coinciden con otros autores, Wong y col en 2004, quienes 
vieron que células de LLA-B precursora (n=16) de MO expresaban niveles 
moderados de CXCR4, variable expresión de CXCR3, y no encontraron expresión de 
otros receptores como CXCR5, CCR5, CCR6 y CCR7. Nuestros resultados mostraron 
que la expresión de receptores de quemoquinas no se asociaba a ningún patrón 
constante según el linaje T o B. Esto coincide con lo descrito por otros autores (Ishida 
y col, 2003) que encontraron que las células de leucemia y linfoma expresaban un 
amplio repertorio de receptores de quemoquinas, probablemente por su origen 
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hematopoyético, y que en las LLA-T de adultos las células leucémicas expresaban 
CCR4. No hemos encontrado otros estudios comparando expresión de receptores de 
quemoquinas entre LLA-B y LLA-T. 
Nuestros resultados se parecen a los de otros autores al encontrar elevado el 
nivel de expresión del receptor CXCR4. Este receptor, además de encontrarse elevado 
en muchos tipos de cánceres (Balkwill, 2004), se encuentra también expresado en 
tejido normal, y juega un papel en el desarrollo fetal, movilización de células madre 
hematopoyéticas y movimiento de linfocitos naive (Rossi and Zlotnik, 2000) 
Nuestros resultados mostraron que  la expresión de receptores de quemoquinas 
según grupo de riesgo de los pacientes fue variada y heterogénea, sin ningún patrón 
asociado a ningún subgrupo. En las LLA-T de RA se expresaban con mayor 
intensidad CXCR4 y CCR4, mientras el resto de receptores analizados tenían un nivel 
de expresión  similar al control isotípico, cercano a 1. En las LLA-T de RI analizadas, 
se vio un patrón variado de expresión de receptores, sin una mayor expresión de 
ninguno en particular. 
Cuando se analizaron solamente los pacientes con LLA-B, se encontró una 
diferente expresión de receptores de quemoquinas por los linfoblastos según fuera el 
grupo de riesgo del paciente. Dentro de las LLA-B de RA  se expresaron con una 
mayor  intensidad  los receptores CXCR3 y CXCR4. En las LLA-B de RI los receptores 
que más se expresaron fueron CCR3, CCR4 y CXCR4. En las LLA-B de RB, los 
receptores que se expresaron con intensidades de fluorescencia elevadas fueron 
CCR3, CCR7, CXCR3 y CXCR4. Todas estas diferencias no fueron estadísticamente 
significativas. No hemos encontrado estudios que analicen la expresión de receptores 
de quemoquinas al diagnóstico en LLA según sea el grupo de riesgo del paciente. 
En cuanto al análisis de los receptores según estadio madurativo de los blastos, 
en nuestros resultados el patrón de receptores de quemoquinas encontrado fue 
también muy variado. Existen estudios de receptores de quemoquinas en muestras 
primarias de niños con LLA-B similares al nuestro (Corcione y col, 2006), que fueron 
realizados con pocos casos. CXCR2 y CXCR3 fueron detectados con alta MFI en todos 
los estadíos madurativos y la MFI de CXCR5 fue alta en LLA B común y baja en los 
demás subtipos. La expresión de los receptores fue analizada por CMF.  
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En nuestros resultados, el estadio madurativo correspondiente a LLA-B común, 
presentó los niveles de expresión de receptores de quemoquinas con mayor MFI, 
comparados con estadios más inmaduros (Pro-B). Este hecho no se cumplió con 
CXCR4, que se expresó con mayor intensidad en las LLA Pre-B, aunque su expresión 
fue muy elevada en todos los subtipos de LLA-B. Sobre la maduración de la célula B 
y los receptores de quemoquinas, algunos autores (Marek Honczarenko y col., 2002) 
describieron niveles de CCR5  expresados en todos los progenitores de célula B de 
MO, aunque a niveles más bajos que los de CXCR4. En cuanto a los progenitores de 
la célula T y los receptores de quemoquinas, como ya hemos comentado 
anteriormente, CCR9 es crucial para que el progenitor T vaya al timo y madure 
dentro de él (Paul E. Love y col., 2011). También intervienen en la maduración de la 
célula T los receptores CCR7, CXCR4 y CCR4 (Bunting MD y col., 2011). La 
variabilidad obtenida en nuestros resultados en la expresión de quemoquinas en 
MO, fue tan elevada que las diferencias apuntadas nunca fueron estadísticamente 
significativas. Mientras que en las LLA-B, la MO es el órgano de origen de los blastos 
leucémicos, en las LLA-T la MO debe considerarse un órgano metástasico. Es posible 
que el perfil de receptores que expresan los blastos de LLA-T en la MO no sea 
exactamente igual que el que puedan expresar en timo, aunque esta hipótesis no se 
puede comprobar con las muestras que se obtienen de los pacientes rutinariamente. 
La expresión de un receptor cualquiera de quemoquina no implica capacidad de 
localizarse en un órgano específico, a no ser que dicho órgano produzca el ligando 
específico. Por eso en este trabajo, tan importante ha sido conocer el perfil de 
expresión de los receptores como los niveles de ligandos en el órgano diana de 
interés, el SNC. En los 84 LCR analizados al diagnóstico, nuestros resultados 
mostraron que la expresión de los ligandos de quemoquinas analizados fue variada, 
sin ningún patrón asociado a linaje, riesgo o estadio madurativo de los blastos. En los 
LCR analizados se encontraron concentraciones muy elevadas de CXCL9, CXCL10 
(ligandos de CXCR3), SDF1α (ligando de CXCR4) y CCL1 (ligando de CCR8).  No se 
conocen los niveles de quemoquinas en los LCR de humanos sanos, por lo que no 
podemos saber si nuestros hallazgos están o no influidos por la presencia de 
leucemia en los pacientes.  
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No encontramos ninguna asociación entre los niveles de quemoquinas  en el 
LCR y la presencia de blastos en el SNC. Es probable que el proceso de infiltración 
leucémica del SNC no dependa únicamente de los niveles de quemoquinas como se 
comenta más adelante, tampoco encontramos asociación entre infiltración 
leptomeníngea y expresión de receptores de quemoquinas por las leucemias. 
Algunos autores ya han descrito la implicación en el tráfico de células inmunes 
hacia el SNC de quemoquinas como CXCL9, CXCL10 y CXCL11  en la célula T en 
procesos virales (Muse M y col., 2008), y CXCL12  está expresado en el SNC por 
células endoteliales en casos de esclerosis múltiple (McCandless EE y col., 2006) pero 
no hemos encontrado publicaciones que relacionen alguna quemoquina con el 
movimiento de células blásticas humanas de LLA hacia el SNC. En nuestros 
resultados la concentración de CXCL9 fue mayor en las LLA-T que en las LLA-B pero 
la diferencia no fue estadísticamente significativa; por otro lado, en las LLA-T de RI 
las concentraciones de CXCL9 y CXCL10 fueron mayores que en las de RA pero la 
diferencia tampoco fue estadísticamente significativa. 
En otras neoplasias la expresión de quemoquinas se ha relacionado con la 
infiltración de los leucocitos en el tumor y la progresión del tumor. Es el caso de la 
enfermedad de Hodgkin, cuyas células expresan CCL17, CCL11, CCL22, CXCL10, 
CXCL9, CCL2, CCL3, CCL5 y CXCL1 (Skinnider y Mak, 2002). Células cancerosas  de 
mama  expresan  CCL2 y  CCL5 (Saji y col., 2001) y se ha asociado a peor pronóstico. 
También existen controversias en este caso, ya que niveles altos de CCL2 en suero en 
pacientes con cáncer de páncreas fueron asociados a buen pronóstico (Monti y 
colaboradores, 2003). 
La interacción de las quemoquinas con sus receptores participa también en 
procesos de angiogénesis y metástasis según describieron H. Kulbe y colaboradores 
en 2004. Las células tumorales expresan receptores de quemoquinas (CCR y CXCR) 
mientras sus ligandos se producen en los órganos diana de las metástasis. La 
interacción de receptores y ligandos representa una de las bases moleculares que  
explica la localización anatómica preferente de las metástasis tumorales. Las 
quemoquinas se han implicado en las metástasis de tumores en órganos específicos. 
La asociación entre quemoquinas y  metástasis no significa necesariamente que la 
expresión de los receptores específicos sea una alteración genética del tumor, sino 
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que las células tumorales que expresan dichos receptores se aprovechan de la función 
natural de los ejes receptores de quemoquinas-ligandos (concepto descrito por 
Zlotnik y col.,2011). En condiciones normales algunas quemoquinas dirigen las 
células a localizaciones específicas donde sus ligandos son expresados, como es el 
caso de CCR10/CCL27 en la piel, CCR9/CCL25 en el intestino delgado, 
CCR7/CCL19, CCL21 y CXCR5/CXCL13 en tejido linfoide secundario, y 
CXCR4/CXCL12  en la médula ósea. Según la propuesta de Zlotnik, aquellas células 
tumorales que expresan naturalmente estos receptores, tendrán preferencia por 
asentarse en los órganos apuntados. 
 Muchos autores ya han relacionado la localización específica de la metástasis 
de tumores con la expresión de receptores de quemoquinas (ver tabla siguiente), 
siendo la metástasis el factor que más limita la supervivencia en los pacientes con 
cáncer.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla obtenida de Zlotnik A. y col., 2011. 
 
La presencia de enfermedad leucémica en el SNC es un proceso complejo que 
depende de muchos factores. Nuestros estudios de asociación estadística para ver si 
había diferente perfil de receptores de quemoquinas según infiltración o no del SNC 
(presencia de blastos analizados por CMF) no encontraron asociación significativa 
con ningún perfil concreto. Debido al número tan escaso de recaídas que sucedieron 
en la muestra de niños analizados en el momento del diagnóstico, tampoco se pudo 
TIPO DE TUMOR RECEPTORES DE QUEMOQUINAS REF BIBLIOGRAFICA
cáncer de mama CXCR4,CCR7 Li, Y.M.y col,2004
cáncer de ovario CXCR4 Kajiyama, H y col,2008
cáncer de prostata CXCR4 Akashi,T y col,2008
cáncer de pancreas CXCR4 Liang, J.J y col, 2010
melanoma CXCR4, CCR11,CCR7,CCR9 Franco, R. y col,2010
cáncer esofágico CXCR4 Ding, Y, y col,2003
cáncer de pulmón CXCR4, CCR7 Takanami,I, 2003
cáncer de cabeza y cuello CXCR4, CCR7, CXCR5 Muller, A. y col, 2006
cáncer de vejiga CXCR4 Eisenhardt,A. y col, 2005
cáncer colorectal CXCR4, CCR7 Kim,J. y col, 2006
osteosarcoma CXCR4 Oda, Y. y col, 2006
neuroblastoma CXCR4 Russel, H.y col, 2004
leucemia linfoblástica aguda CXCR4, CXCR3 Wu,S. y col, 2006
leucemia linfocítica crónica CXCR4, CCR7 Alfons-Perez, M. y col, 2006
cáncer de estomago CXCR4, CCR7 Mashino, K. y col, 2006
linfoma no Hodgkin CCR7 Yang,J. y col, 2011
leucemia de célula T CCR7 Buonamici, S. y col, 2009
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encontrar un perfil que pudiese predecir una recaída posterior. Sin embargo, es 
interesante destacar que, en aquellos tres casos en los que pudimos analizar las 
muestras del diagnóstico y la de la recaída, encontramos un incremento en los 
niveles de expresión de casi todos los receptores. 
 
3. Receptores de quemoquinas y ligandos en LLA en la recaída 
en MO y en el SNC. 
Estudiamos también si existía alguna asociación entre las variables descritas 
(expresión de receptores y niveles de ligandos) y la recaída leucémica en la LLA. La 
situación clínica de la recaída tiene un sustrato biológico diferente a la infiltración, 
puesto que la recaída demuestra  una infiltración y además una resistencia a la 
quimioterapia. 
En nuestros resultados no hemos encontrado que la infiltración ni la recaída se 
asocie a una única molécula, sino que hemos identificado varias, reflejando 
seguramente la complejidad que supone la infiltración de los órganos diana. Es el 
caso de CCR1, CCR3, CCR5, CCR7, CCR8, CXCR1 y CXCR3, receptores expresados a 
niveles significativamente mayores en el grupo de las recaídas totales, medulares y 
extramedulares (p<0.05). También en las recaídas medulares CXCR5, CXCR3 y CCR5 
estaban expresados a niveles significativamente mayores en el grupo de las recaídas 
(p<0.05) en las LLA-T.  
CXCR5 se encontró asociado a la recaída en MO en las LLA-T; es posible que la 
expresión de esta molécula confiera a cualquier célula la preferencia por asentarse en 
la MO. Ya otros autores han asociado CXCR5 con la localización en la MO de células 
metastásicas del neuroblastoma (Airoldi I. y col, 2008). No hemos encontrado 
publicaciones que relacionen otros receptores de quemoquinas  con la recaída en MO 
de la enfermedad tumoral. 
En la LLA infantil existen escasas publicaciones que relacionen algún receptor 
de quemoquina con la recaída en MO de esta enfermedad. En 2006, Shuling Wu y 
colaboradores realizaron un estudio en 100 casos de LLA B en recaída. Analizaron la 
expresión de IL-8, CXCR3 y CXCR4 por RT-PCR y encontraron el receptor CXCR4 
asociado a la recaída. En nuestros resultados, CXCR4 se encuentra elevado en MO de 
niños con LLA pero no asociado a la recaída. Los distintos resultados encontrados 
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por Wu y los nuestros pueden ser debidos a la diferente metodología a la hora de 
cuantificar los receptores y al diferente número de casos de recaída (n=100 y n=15 en 
nuestro caso).  
Encontramos en nuestros resultados que el perfil de receptores asociados a 
recaída fue más rico en las LLA-T que en las LLA-B. CCR5 Y CCR8 estaban 
implicados en las recaídas de LLA-T y LLA-B, pero en las LLA-T, además CCR3, 
CCR6 y CXCR3. En el caso de recaídas medulares podría deberse a la diferente 
biología de ambas leucemias. La LLA-B se origina en la MO, y la recaída podría 
compararse a una recaída local de un tumor primario. Por su parte, la LLA-T se 
origina en el timo y la recaída medular supone una localización metastásica. 
En cuanto a las recaídas del SNC (extramedular), nuestra hipótesis de trabajo 
fue que las células tumorales expresan receptores de quemoquinas mientras que sus 
ligandos se producen en los órganos diana de las metástasis. Por tanto  la interacción 
receptor-ligando puede explicar la localización metastásica de los tumores y en 
nuestro caso la localización y/o recaída de la LLA en el SNC. Un estudio de Nicola E. 
Annels y colaboradores en 2004 sobre 11 pacientes pediátricos  con LLA-T encontró 
en un paciente con recaída extramedular,  alta expresión de CCR9 en los blastos, y de 
su ligando CCL25 en el intestino, que fue la localización de la recaída. 
En nuestros resultados, dentro de las LLA-T se encontró expresión 
significativamente elevada de los receptores CCR3, CCR5 y CCR7 en los blastos de 
LLA en recaída en SNC, pero sin aumento en la expresión de sus ligandos 
correspondientes en las muestras de LCR. Estos resultados sugieren que estas 
moléculas tienen un papel en el proceso. La producción de los ligandos puede ser un 
fenómeno muy local, que no tenga repercusión en la muestra de LCR estudiada. La 
ausencia de asociación entre niveles elevados de receptor y de ligando en los casos 
apuntados, se podría explicar por este hecho. Una situación comparable sucede con 
el ligando de CCR6 en la EM, el cual se produce localmente en los plexos coroideos, 
lugar por donde entran los CD4+ patogénicos (Reboldi A y col., 2009; Villares R. y 
col., 2009). 
Wilson y colaboradores en 2010 describen la implicación de las quemoquinas en 
el tráfico de las células inmunes en el SNC. Algunas moléculas de adhesión y sus 
ligandos, identificadas en el SNC, podían ser específicas de inflamación neuronal. 
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Por ejemplo, los receptores de quemoquinas CCR6, CCR7 y sus ligandos CXCL20 y 
CXCL19 intervienen en el tráfico de los leucocitos desde el capilar sanguíneo hasta 
las meninges en presencia de virus, bacterias y algunos parásitos (Malipiero U y col., 
2006) (Mahadevan A y col., 2007). 
En nuestros resultados, CCR7 está asociado a la recaída en el SNC, mientras que  
CCR6 presentó una asociación casi significativa para la recaída en SNC en LLA-T. 
Estos resultados sugieren que la LLA puede utilizar estas moléculas, ya descritas en 
otras situaciones patológicas, en las que los leucocitos activamente cruzan la BHE en 
el contexto de inflamación. 
CCR7 es el único receptor de quemoquina que se ha asociado a la infiltración 
leucémica del SNC en LLA-T. El laboratorio del Dr Aifantis en 2009, en un modelo 
exclusivamente murino, usando técnicas de bioluminiscencia, histoquímica y 
modelos de manipulación genética describió como  la expresión de CCR7 fue un 
regulador  esencial y una señal de adhesión requerida en la infiltración del SNC por 
células de LLA-T. Más aún, la inhibición de la expresión de CCR7  o de su ligando, 
CCL19, resultaron en la eliminación específica de la infiltración del SNC. En este 
trabajo no se plantearon modelos de recaída post-tratamiento. 
En cuanto al receptor CCR8 y el SNC, algunos autores (Jurgen Haas y col., 2008) 
encuentran expresado este receptor en células T reguladoras en casos de meningitis 
carcinomatosa. Nosotros lo encontramos elevado de forma significativa en las 
recaídas del SNC, pero no su ligando. Como se ha comentado en el apartado de 
material y métodos, la cuantificación de algunos ligandos no se pudo realizar en 
todos los casos por motivos técnicos, siendo el ligando de CCR8 uno de estos casos. 
No podemos descartar la posibilidad de que el eje CCR8-CCL1 esté activo en los 
casos de recaída leucémica del SNC. 
En cuanto al receptor CCR5 y sus ligandos, Ubogu EE. y colaboradores en 2006 
describieron su implicación en el movimiento de células  inmunes hacia el SNC. 
Otros autores lo han asociado a la migración de los linfocitos T al LCR de pacientes 
con esclerosis múltiple (Dos Santos AC y col., 2005). En nuestros resultados los 
receptores CCR5 y CCR8 estuvieron implicados en la recaída leucémica,  
independientemente del fenotipo (T o B).  
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Otras quemoquinas y sus receptores como CXCR3, CXCR4, CXCL10 y CXCL12 están 
involucrados en el paso de los leucocitos desde las meninges hasta el parénquima 
cerebral a través de las células de la glía. También describen algunos autores (Muller 
y col., 2007) la migración celular dependiente de CXCR3 al SNC en encefalomielitis 
viral. Sporici y colaboradores en 2010 describieron que CXCR3 interviene en la 
migración de células T al SNC en pacientes con esclerosis múltiple. 
Nuestros resultados mostraron una asociación significativa únicamente en el 
caso de CXCR3 y CXCL10. Por tanto, encontramos que el eje CXCR3/CXCL10 puede 
estar implicado en la recaída del SNC en LLA-T, algo no descrito hasta el momento 
en la LLA. Los resultados están en consonancia con autores que relacionan receptores 
de quemoquinas con infiltración inmune del SNC (Wilson EH y col., 2010), y con lo 
descrito por Zlotnit y colaboradores en 2011: en la metástasis, las células tumorales 
deben responder  primero a señales quemotácticas, y después deben sobrevivir en 
ese lugar. Las quemoquinas participan en ambos procesos. 
La identificación de todos los receptores mencionados asociados a la recaída 
leptomeníngea en nuestros pacientes, además de CXCL10, sugiere que la recaída 
leucémica y la infiltración en el SNC son dos procesos que comparten mecanismos 
similares. Aquellas células que expresan un perfil adecuado de moléculas de 
adhesión podrán acceder al SNC, independientemente de la naturaleza de dichas 
células, sea neoplásica o sea inmune. 
 
4. Papel del eje CXCR3/CXCL10 en recaída de LLA en SNC. 
CXCR3-CXCL10 es un eje ya implicado en otra patología del SNC: encefalitis 
(Muller y col., 2007). El eje CXCR3/CXCL10 ha sido ya implicado en el reclutamiento 
de los linfocitos T en encefalitis. La  producción de CXCL10 en esta patología, se 
adjudica a los astrocitos de la glía y a las neuronas (Mc Kimmie CS. y col., 2010). Este 
hecho explicaría que en la LLA los blastos no sólo infiltrasen las meninges, sino que 
llegasen hasta el parénquima cerebral. De esta manera, las células tumorales en la 
LLA se pueden localizar en áreas donde la quimioterapia no alcanza niveles 
adecuados. En nuestro caso, CXCL10 no fue producido principalmente por los 
blastos leucémicos. En nuestros resultados de RT-PCR la mayoría de las muestras de 
pacientes y líneas tumorales no expresaban CXCL10, y de aquellos pacientes en los 
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que se detectó RNAm de CXCL10 no se evidenciaron niveles más altos de la proteína 
en el LCR. A la vista de los resultados de nuestro laboratorio, hay que asumir que los 
altos niveles de CXCL10 detectados en las muestras de LCR provenían de células 
residentes en el SNC. En nuestro caso, las LLA parecen aprovechar una situación no 
específica de ellas, sino de un tipo de respuesta del SNC a agresiones. En un único 
paciente con LLA-T en el que se pudo estudiar el LCR al diagnóstico y en la recaída 
encontramos niveles de CXCL10, más elevados en la recaída. 
Para comprobar que el eje CXCR3-CXCL10 tenía implicación funcional en las 
LLA, se llevaron a cabo experimentos en modelos in vitro de quemotaxis. Con los 
resultados obtenidos en nuestro laboratorio, comprobamos la inducción de 
quemotaxis mediada por CXCL10 tanto en líneas celulares, como en muestras 
primarias. Estos resultados demostraron que CXCR3-CXCL10 cumplía el primer 
criterio que habíamos adjudicado al concepto de santuario. El SNC actúa para aislar a 
la LLA del exterior, impidiendo que se alcancen niveles adecuados de quimioterapia. 
Resultados similares a los nuestros, pero referidos a otra quemoquina, han sido 
publicados por Stephen y colaboradores, que en 2011 describieron la contribución de 
CXCL12 a la migración de células de LLA de líneas celulares mediante ensayos de 
quemotaxis. Este papel de CXCL10 como inductor de quemotaxis en las LLA es hasta 
cierto punto esperable, dada la amplia literatura que existe implicando a esta (y 
demás quemoquinas) en el tráfico de diferentes células por el organismo. 
Comprobamos además, mediante ensayos de viabilidad con líneas celulares, 
que CXCL10 protege a la LLA de la agresión que supone la quimioterapia 
funcionando como un factor de resistencia a la apoptosis. Estos resultados suponen  
la prueba  del segundo criterio de santuario: el SNC aporta a la LLA señales para 
protegerse de la quimioterapia.  
Hasta la fecha, los datos acerca de la posible relación de CXCL10 y la 
supervivencia y/o la apoptosis celular son controvertidos. CXCL10 se ha implicado 
en la muerte de algunas estirpes celulares, como neuronas (Sui y col, 2004) o células 
acinares pancreáticas (Singh y col., 2010). Otros autores han encontrado que CXCL10 
puede estar implicado en la supervivencia de células neoplásicas (Giuliani y col., 
2006). Nuestros resultados van en la línea de que CXCL10, en determinadas 
circunstancias, pudiera comportarse como una quemoquina homeóstatica, con una 
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función protectora. Esta función ha sido descrita para otras quemoquinas en la 
homeostasis de diversos órganos (Hérnandez-López y col., 2002; Zlotnik y col., 2011), 
pero no para CXCL10. En el campo de las leucemias, Stephen y colaboradores en 
2011 estudiaron las  interacciones a través de CXCL12/CXCR4 entre células de LLA 
(líneas celulares y muestras primarias) y tres tipos celulares presentes en el espacio 
subaracnoideo y parénquima (astrocitos, células de los plexos coroideos y células de 
las meninges). Estos tipos celulares protegían de la apoptosis a las células leucémicas 
de la apoptosis inducida por la quimioterapia,  mejorando su viabilidad (Akers SM. 
Y col., 2011). Este efecto protector no se adscribió a ninguna molécula en particular 
en el estudio de Stephen y colaboradores. Sería interesante comprobar si alguna de 
esas líneas celulares ejerce su acción protectora por medio de CXCL10. 
 A la vista de estos resultados, proponemos que el eje CXCR3-CXCL10 es una 
explicación molecular a los dos conceptos de santuario. Por un lado, sirve para aislar 
a la LLA del exterior a la BHE, en su vertiente quemotáctica. Por otro lado, es una 
molécula producida por el ambiente del SNC, que confiere resistencia a la 
quimioterapia. De esta manera, una sola molécula, CXCL10, permite que las LLA que 
expresen niveles altos de CXCR3, se aprovechen del santuario que es el órgano que la 
produce.  
 5. Implicaciones traslacionales 
La inhibición específica de este eje podría resultar en un tratamiento para un 
subgrupo de pacientes que actualmente tienen muy mal pronóstico. Existen 
inhibidores específicos que merece la pena probar en modelos preclínicos (Jonhson y 
col., 2007; Baba y col., 1999). El potencial de estas moléculas como drogas 
antagonistas anti-CXCR3 ya se ha evaluado tanto in vitro como in vivo en modelos de 
enfermedades inmunes y neoplásicas, e incluso existe una primera experiencia en 
humanos (Tonn y col., 2009). 
Por otro lado, sería importante estudiar la posible implicación de este eje en las 
metástasis cerebrales de otros tumores, linfomas, carcinomas, neuroblastomas, 
puesto que son enfermedades de muy mal pronóstico. Es posible que otras células 
tumorales aprovechen en su beneficio, un mecanismo propio de la respuesta del SNC 
frente a agresiones de origen diverso. 
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CONCLUSIONES 
 
1. Hemos encontrado una expresión variada de receptores de quemoquinas  por los 
blastos leucémicos, en muestras de leucemia linfoblástica aguda infantil, que no se 
asoció a linaje, estadio madurativo o riesgo de recaída. 
 
2. Hemos encontrado cantidades variadas de quemoquinas en el líquido 
cefalorraquídeo de niños con LLA al diagnóstico, que no se asoció a linaje, estadio 
madurativo o riesgo de recaída. 
 
3. No hemos detectado un perfil específico de expresión de receptores o de cantidad 
de quemoquinas en el LCR, asociado a infiltración del sistema nervioso central. 
 
4. En el momento del diagnóstico, no se identificó ningún perfil de expresión de 
receptores que predijese la recaída posterior. 
 
5. Los casos de recaída medular presentaron una expresión significativamente 
elevada de  CCR5, CCR7 y CCR8. 
 
6. Los casos de recaída en SNC presentaron una expresión significativamente elevada 
de  CCR1, CCR3, CCR5, CCR7, CCR8 y CXCR3-CXCL10. 
 
7. El eje CXCR3-CXCL10 tiene un papel inductor de quemotaxis y de protección 
contra la quimioterapia en la LLA-T, que se asocia a recaída en el SNC. Cumple pues 
los criterios exigidos para participar en el santuario leucémico en ese órgano. 
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